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Composition comprenant la polvprot^ine NS3/NS4 et le Dolvneptide NS5b du 
VHC, vecteurs d'expression inriuant Ics sequ ences nucl^igues correspoiniflnt«>B Pt 
leur utilisation en th^rapeutignft 

La pr6seatB invention conceme le domaine de la vaccination prophylactique et 
5 ttopeutique dirigfe centre le virus de I'h^patite C (VHC). Hie a notamment pour objet une 
nouvelle composition contenant une polyprotfine correspondant aux deux protSines 
coHn6aires NS3 et NS4 (appelee ci-aprfes polyproteine NS3/NS4) et un polypeptide 
constitu6 de NS5b, les vecteurs, tels qu'addnovirus ou poxvirus, capables d'exptimer cette 
conqposition et leur utilisation ea tant que vacdn. 

10 L'h6patite C est la cause pincipale des hepatites acquises par transfusion. L'hdpatite 

C peut ^alement gtre transmise par d'autres voies percutan€es, par exemple par injection de 
drogues par voie intraveineuse. Le risque de contamination des professionnels de la sant6 
n'est par ailleurs pas negligeable. La transmisaon sexuelle a 6t& d^crite. 

L'h^atite C se distingue des autres fornies de maladies du foie assod^s i des virus, 

15 teUes que les hepatites A, B ou D. Les infections par le virus de I'h^tite C (VHC ou HCV) 
sont majoritairement chroniques avec pour rgsultante des maladies du foie, teUes que hepatite, 
cinhose et cardnome dans un grand nombrc de cas (5 i 20%) et iepr€sentent dans les pays 
dfveloppds 30% des transplantations h^patiques. 

Bien que le risque de transmission du virus par tiansfusion ait diminu^ du feit de la 

20 mise en place de tests de criblage dans les annfes 1990, la ft^quence de nouvelles infections 
par le VHC reste 61ev6e. A titre d'exemple, une 6tude rgcente indique qu'il y aurait encore 
aujourd'hui 10 000 a 15 000 nouveaux cas d'infection par an en France (S. Deuffic et al., 
Hepatology 1999 ; 29 : 1596-1601). Actuellement, environ 170 millions de personnes & 
tiavers le monde sont infect^ de maoifere chronique par le VHC (Hepatitis C: Global 

25 prevalence (update) », 2000, Weekly l^idemiolQgical Record, Vol 75(3)). Les populations k 
risque €i&v6 sont prindpalement le personnel ho^itaUer et les utilisateuis de drogues 
intraveineuses, mais il existe des donneurs de sang asymptomatiques qui n'appartiennent pas k 
ces groupes k risque €Lev6 et chez lesquels des anticorps anti-VHC drculants ont 6t6 
rebiouv6s. Pour ces demiers, la voie de I'infection n'a encoie pas 6t6 identifi^. D existe done 
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des infections k VHC (estimation entee 5 et 10%), dites infections spoiadiques dont l'6tiologie 
est inconnuc et qui ne peuvent ette contt616es. 

Le VHC a 61^ le premier virus h^atottope isol6 au moyen des techniques de Wologie 
mol&ulairc. Les sequences du genome viral ont 6\6 clon6es avant que la particule viiale n'ait 
S €t6 visualis6e. 

Le VHC appartient k un nouveau genre de la famiUe des Flaviviridae. les 
hepacivirus. C'est un virus a ARN simple brin positif, de 9.5 kb, qui se i^plique par una copie 
d'ARN complementaire et dont le produit de ttaduction est un pr^curseur polyprot6ique 
d'enviion 3 000 acides amines. L'exti6niit6 5' du genome du VHC conespond k une region 
10 non ti^uite adjacente aux gfenes qui codent pour les protfines stinctumles, la ptx)t6ine core 
de la nucl€ocapside. les deux glycoprol^es d'enveloppe. El et E2. et une petite protfine 
appdfe p7. La region non traduite 5' et le gfene core sotit relativement bien conserves dans 
les diff&ents genotypes. Les prot^ines d'enveloppe El et E2 sent cod€es par des legions 
plus variables d'un isolat k un autre. La prot^ine p7 est une prot^ne extr§mement 

15 hydrophobe qui constituerait un canal ionique. L'extr€mit6 3' du gdnome du VHC contient les 
g^nes qui codent poui- les prot6ines non stinchjrales (NS2, NS3, NS4, NS5) et pour une 
region 3' non codante poss6dant un domaine bien conserve (Major ME, Feinstone SM, 
Hepatology, juin 1997, 25(6) : 1527-1538). 

A I'heuie actueUe, la th^ie la plus efficace pour le tiaitement de I'h^tite C 

20 associe I'interKron p6gyl6 et la ribavirine (Manns MP et al.. The Lancet, 22 septembre 2001, 
Vol. 358, 958-965). Alors que cette th^rapie est particuliferement efficace dans le cas des 
patients infectds par des souches viiales appartenant aux genotypes 2 et 3, elle n'a encore 
qu'un effet limits sur les genotypes la. lb et 4 (Manns MP, supra). Moins de 50% des 
patients tiraites deviennent des «r6pondeurs au long terme ». Par ailleurs, cette fli&apie est 

25 une intervention coQteuse (10 000 k 15 000 euro/patient/an) et est assocife k des effets 
toxiques. En efifet, 5 k 10% des patients sont obKg^s d'inteirompie le tiaitement avant la fin. 

n est done n&essaire de methe au point une composition vacdnale ciblant tous les 
genotypes. 

Plusieurs 6tudes montient aujourd'hui que le contrSle d'une infection due au VHC. 
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soit natoeUement («r6solution spontaii&»), soit aptfes traitement («rfeolution 
1h&apeuliquc») est assodd k rinduction ou la potentialisaiion de i^nses immunes k 
mMation ceUulaiie feisant intervenir les lyn^ocytes T-CD4* et T-CD8* (oomme d&rit par 
exemple dans LEOEMR, R et aL. Eur. J. IhununoL, 30 : 2479-2487 (2000) et dans 

5 Humme R. et al., 2001, J. Exp. Med., 194(10) : 1395- 1406). 

Les mol6cuIes du complexe majevir d'histocompatibiIit6 (CMH ou autrement appel6 
. HLA Chez rhorame) sont dites de classe I ou de classe H. Les mol&ules de classe I sont 
exprim^ sur la quasttoiaUtfi des ceUules nucl^ et sont capables de presenter des 
Epitopes ou peptides aux de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) CD8*. Les mol&ules de 

10 classe n sont capables de pr&enter des Epitopes aux cellules T CD4*, mais leur expression 
estiesttdnte aux cellules pcgsentatrices d'antigfene. 

L£s vaccins contre le vims de I'hfipatite C actueUement envisag6s sont bas6s sur 
I'utilisation de prot^ines recombinantes adjuvant^s, de peptides, de vecteurs d'expression 
parmi lesquels on peut citer les vecteurs d'origine virale ou bact^eme ou d'ADN nu. Dans 

15 ce cas, une ou plusieurs piotdnes virales ou un ou plusieurs g^es codant pour ces proteines 
virales sont utilises. 

Loisque plusieurs protfiines virales ou un ou plusieurs gfenes codant pour ces 
proteines virales sont s61ectLonn6s, ceux-d sont souvent constitufe soit par une partie ou 
I'ensemble des protfiines slructuiales (Maldmura et al., 1996, Vaccine, 14 : 28-34 ; 
20 FoumilUer A., et al. 1999. J. Virology. 73 : 7497-7504). soit par les prot6ines non 
structurales individueUes ou compienant au moins deux proteines contigues (Brinster et aL. 
2001, Hepatology, 34 : 1206-1217). soit par un melange de proteines structurales et non 
structurales (PanchoU et al., 2003, J, Viiotogy, 77 :382-390) . 

La demande de brevet WO99/38880 d6ciit I'utilisation de trois g&nes codant 
25 s6par&nent pour les trois proteines NS3. NS4 et NS5 (a et b) dans une composition 
vaccinale conqwenant trois vaccins ADN exprimant diacun s^pai^ment ces ttois proteines. 
Les auteurs montrcnt chez la souris I'induction de lymphocytes T sp&ifiques des trois 
antig^nes. Seul le vaccin exprimant NS5a et b a 6t6 test6 in vivo dans un test de protection. 
La demande de brevet WOOl/30812 d&iit quant k eUe I'utiUsation d'une prot^ de 
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fusion constitute des piot^es non slructurales NS3, NS4 et NS5a, le cas dcMant en 
association avec la proline non structurale NS5b. Lcs auteure ont indiqu6 que cette 
association pennettait d'adiver les cellules T sp&ifiques de VHC. Cette demande de brevet 
d&ait simplement la capadtg de fonnulatiDns vaccinales (type ADN nu, adenovirus 
5 lecomWnant ou virus de la vaccine recombinant) exprimant la protdine de fusion NS3 NS4 
NS5a ou la protfine NS5a a induire des rtponses immunitaires sp€cifiques et m61i6es par 
des lymphocytes T specifiques. 

La Demanderesse a maintenant mis en Evidence, conUe toutc attente, que 

I'assodation particulifere des protfines non slructurales NS3, NS4 et NS5b, NS3 et NS4 
10 6tant exprim&s de fa^on colin6aire, prfisentalt un meilleur pouvoir immunogfene et protecteur 

sup&ieur a celui obtenu avec un vacdn induant. oulie ces prot^es non structurates. 

6galement la protfine NS5a et^ou d'autres protfines structuiales du VHC teUes que core. El 

ou E2. et avait un effet sur la capacity des cellules provenant de patients infects par des 

souches virales k induire des r^onses immunitaires sp&ifiques. 
15 Ainsi, la pr6senie invention a pour objet une composition peptidique compliant une 

polyproleine NS3/NS4 du virus de I'Mpatite C. ainsi qu»un polypq>tide NS5b du virus de 

rhgpatiteC. 

Me a tgalement pour objet, les vecteuis incluant les sAjuences nucl&tidiques codant 
pour cette composition peptidique, tels que les adfeovims et les poxvinis, ainsi que les 

20 miooorganismes ou cellules hdtes tcansf6rm6s par ces vecteurs. 

EQe a enfin pour objet les anticorps dirig6s centre la composition peptidique de 
I'invention. ainsi que I'utilisation de la composition peptidique. des vecteuis et des anticoips 
pour la preparation d'un medicament destine k I'inhibition ou le oontrdle d'une infection 
provoquee par le virus de I'hepatite C. et dans une composition vaccinale. 

25 La presente invention propose done une nouvelle composition peptidique constihjee 

d'une polyprotfine NS3/NrS4 et d'un polypeptide NS5b du VHC, laqueUe composition a la 
capacite de stimuler une r^nse immunitairc k mediation ceUulaire spedfique du VHC, de 
sorte qu'elle est utile dans le domaine de la vaccination piophylactique et therapeutique 
dirigee centre le virus de I'hepatite C. 
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La polyprol^me NS3/NS4 de la composition peplidique de I'invention est constitu6e 
de la prol^inc NS3 et de la piotfine NS4a et b, sans intemrption dans la sequence 
peplidique. comme dans la polypiot6ine native. En effet, comme indiqu6 pt€c&temment. le 
g6nome du VHC contient un seul cadre de lecture ouvert qui est transcrit en une polyprot6ine. 
5 Cette polyprotdine du VHC pent etre clivfe pour produire au moins dix parties distinctes, 
dans rordre 'NH2rCore-El-m-pl-l^S2-NS3-NS4a.-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. 

La prol^ine NS3 est une proteine de 630 acides amines qui appar^ 
approximativement de I'adde amin6 1027 k I'acide amin6 1657 de la polyprot^e. La 
proteine NS4, proteine de 314 acides amines, quant k elle appar^ approximativement de 
10 I'adde amin6 1 658 k I'acide amin6 1972 (num6x>tation par rapport au VHC- 1 ) (Choo et al., 
1991. Proc. NatL Acad. Sci.. vol 88:2451-2455). La polyprot^ine NS3/NS4 appaiait done 
approximativemait de I'acide amin6 1027 k I'adde amin6 1^2. 

S'agissant du polypeptide NS5b egalement contenu dans la composition de 
I'invention, il est constitud de 590 acides aminds et apparait approximativement de I'adde 
15 amine 2421 k I'acide amin6 301 1 de la polyprot^ine (Choo et al., 1991, supra). 

La proteine NS3 comprcnd deux domaines structuraux distincts, k savoir un domaine 
N-temiinal dot^ d'une activity protfesique k serine active intervenant dans la maturation de la 
polypiot6ine virale et un domaine C-tenninal compienant une activity hflicase assodfe k une 
activity NTPaaque qui joue un r61e dans la rgplication du genome viraL 
20 Par «polyprot^e NS3/NS4 » et «polypeptide NS5b ». on entend bien entendu les 

polyprot6ines et polypeptides ayant les sequences en addes amines natives, provenant de 
toute souche et isolat du VHC, ainsi que leurs analogues, mut^ines et homologues. 

Par « analogues » ou » mutfines » de la polyprot6ine et du polypeptide, on entend les 
dMv6s biologiquement actife des mol&ules de rgf&ence qui pi^sentent ractivit6 souhaitge, k 
25 savoir la capadt^ k slimuler une r^onse immunitaire k m^iiation cdlulaiie comme dfifini d- 
dessus. 

De fia9on g6n6rale, le tenne « analogue » se r6f&re k des composes ayant une 
sequence et une stmcture polypeptidique native prgsentant une ou plusieure additions, 
substitutions (g6n6ralement conservatrice en temies de nature) et/ou d616tions d'adde amind, 
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par report k la mol&ule native, dans la mesuie oti les modificalions ne d6truisent pas 
Tactivit^ immunogfene. Par le tEame «mulfine », on entend les peptides pr6sentant un ou 
plusieurs 616mmts imitant le peptide («peptoides »), tels que ceux d&rits dans la demande de 
brevet PCT WO91/04282. De pr6f(6ience, Tanalogue ou la mut6ine ont au moins la mgme 
5 inununoactivit6 que la mol6cule native, Des proc6d6s de pi€paration d' analogues et mutdines 
polypeptidiques sent connus de rhomme du m6tier et sent d6crits ci-dessous. 

Les analogues particulieiement prefeies incluent les substitutions conservatrices en 
nature, c'est-k-diie les substitutions qui prennrait place dans une famille d*acides amines, 
Spedfiquement, les acides amines sont g6n6ralement divisfe en 4 families, h savoir (1) les 

10 acides amines acides tels que Taspartate et le glutamate, (2) les acides amines basiques tels 
que la lysine, Targimne et I'histidine, (3) les acides amines non polaiies tels que I'alanine, la 
leucine, Fisoleucine, la proline, la phenylalanine, la mdfhionine et le tryptophane et (4) les 
acides amines non chai'g6s polaires tels que la glycine, Tasparagine, la glutamine, la cysteine, 
la serine, la thi€onine et la tyrosine. La phenylalanine, le tryptophane et la tyrosine sont parfois 

15 classes en acides anoines aromatiques. Par exemple, on pent pr6diie de fagon raisonnable 
qu'un remplacement isoie de leucine par de Fisoleucine ou de la valine, d'un aspartate par un 
glutamate, d'une tiirfionine par une s&ine, ou un remplacement oonservateur similaiie d'un 
adde amin6 par un autre acide amind ayant un rapport stmcturel, n'aura pas d'effet majeur 
sur Tactivite biologique. L'homme du metier d6temiinera facilement les legions de la molecule 

20 peptidique d'int&gt qui peuvent tolerer un changement par leKience k aux plots 
Hopp/Woods et Kyte-Doolite, biens connus dans la technique. 

Par «homologie», on entend le pourcentage d'identit^ entre deux molecules 
peptidiques, telles que polyprot6ines et polypeptides. Deux sequences d'acides amines sont 
« sensiblement homologues » Tune par rapport k Tautre lorsque les sequences pr6sentent au 

25 moins 60%. de pr6f6rence au moins 75%, de preference encore au moins 80-85%, de 
preference encore au moins 90% et d'avantage prefere au moins 95-98% ou plus d'identite 
de sequence sur une longueur definie des molecules peptidiques. 

De manifere generale, le fcerme «identite » se reffere k une correspondance exacte 
adde amine par acide amine de deux sequences peptidiques, Le pourcentage d'identite pent 
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etre d6tenmn6 par une comparaison directe de rinfoimation de s6quence aitie deux 
mol&ules en alignant les s6quaices, ea con5)tant le nombre exact de m&apparicmcnts eiHrc 
les deux s6quences align&s. en divisant par la longueur de la sequence la plus courte et en 
muMpUant le i^tat par 100. Le pouroentage d'identil^ peut figalement glre d^termin^ k 

5 I'aidedeprograrmnesd'ordinateurstels que AUGN,Dayhoff,M.O. dans Atlas 
Sequence and Stnicture M.O. Dayhoff ed., 1981, 5 Suppl., 3 : 482-489. 

Les sequences d'acide nucl6ique et en acides amines d'un certains nombie de 
souches et isolats du VHC, et en particufier de la prot^ine NS3. de la prot^e NS4 et du 
polypeptide NS5b, ont d6jk 6i6 d6termin6es. 
10 Par exemple, I'isolat HCV-Jl est d^rit dans Okamoto H. et al.. 1992, Nucleic 

Acids Res.. 20: 6410-6410. Les sequences codantes competes de deux isolats 
ind6pendants du VHC. k savoir les isolats HCV-J et -BK, ont 6t6 dtoits respectivement 
dans Kato et al., 1990, Proc. Natl. Acda., Sci.. 87 : 9524-9528 et dans Takamizawa et al., 
1991, J. Virol., 65 : 1105-1113. S'agissant de I'isolat HCV-1, U est ddciit dans Choo etal.! 

15 1990, Brit. Med. Bull., 46 : 423-441 et dans Choo et al., 1991, supra. L'isolat HVC-H J 
6t6 decrit dans Inchauspe G. et al;, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci., 88 : 10292- 1Q296. 
L'isolat HCV-G9 a 6t6 d&ait dans Okamoto H., et al., 1994. J. Gen. Virol, 45 : 629-635. 
Les isolats HCV-J6 et -J8 ont &6 d6crits respectivement dans Okamoto H., et al.. 1991. J. 
Gen. ViroL. 72 : 2697-2704 et Okamoto H.. et al., 1992, Virology, 188 : 331-341. L'isolat 

20 HVC-BEBEl a €t6 d€crit dans Nako H.. et al., 1996. J. Gen. Virol., 141 : 701-704 et 
l'isolat HCV-NZLl a 6t6 decrit dans Sakamoto M.. et al., 1994, J. Gen. Virol., 75 : 1761- 
1768. S'agissant de I'isolat HCV-Tr, il a ete decrit dans Chayama K., et al.. 1994, J. Gen. 
Virol., 75 : 3623-3628. Us isolats HCV-ED43 et -EUH1480 ont 6t6 d&rits respectivement 
dans Chamberiain R.W.. et al., 1997. J. Gen. Viiol.. 78 : 1341-1347 et Chamberlain R.W.. 

25 et al.. 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun., 236 : 44-49. L'isolat HCV-EUHK2 a 6t6 
d&rit dans Adams A., et al., 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun., 234 : 393-396. Les 
isolats HCV-VN235, -VN405 et -VN004 ont 6t6 d&rits dans Tokita H.. et al., 1998, J. 
Gen. ViroL, 79 : 1847. Enfin. s'agissant des isolats HCV-JK049 et -JK046, ils ont 6t6 
d^ts dans Tokita H. et al., 1996, J. Gen. Virol., 77 : 293-301. 
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Les souches et isolats du VHC, tel qu'iUustrgs ci-dessus, peuvent printer des 
g^otypes diff&ents, k savoir dcs genotypes la (isolats HCV-1, -Jl et -H), lb (isolats HCV- 
J et BK), Ic (isolat HCV-G9). 2a (isolat HCV-J6). 2b (isolat HCV-J8). 2c (isolat HCV- 
BEBEl), 3a (isolat HCV-NZLl). 3b Cisolat HCV-Tr), 4a (isolat HCV-ED43), 5a (isolat 
5 HCV-EUH1480), 6a (isolat HCV-EUHK2), 7b (isolat HCV-VN235), 8b (isolat HCV- 
VN405), 9a (isolat HCV- VN004), 10a (isolat HCV-JK049) et 1 la (isolat HCV-JK046). 

Scion un mode de realisation de I'invention, NS3 el/ou NS4 et/ou NS5b pioviennent 
de virus de ggnolypes diff^Bnts. 

Selon un autre mode de realisation, NS3 et/ou NS4 et/ou NS5b proviennent de viras 
10 de mSme genotype, de prgfigtence de genotype lb. 

La polyprot^e NS3/NS4 et le polypeptide NS5b contenus dans la composition 
peptidique de I'invention peuvent etre soit d'origine native, soit d'origine lecombinante. 

La polyprot6ine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b d'origine native sont obtenus k 
partir des souches ou isolats du VHC, par le biais de I'utiHsation d'amoices 
15 oligonucleotidiques synth€tiques qui vont servir h amplifier les sequences virales natives, soit h 
partir de sera de patients infect6s par le ou les genotypes viraux cibl6s, soit k partir d'ARN 
viral d^jk purifi6, provenant par exemple de sang ou de foie de patiaits, soit k partir d'ADN 
compl&nentaire Ubre ou clon6 au pr6alabfe dans un vecteur d' expression, soit encore h partir 
de particules virales pmifiSes i partir de pi€levements biologiques ou de syst^me de 
20 propagation in vitro. 

La polyproteine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b de I'invention d'origine 
recombinante peuvent egalement etre obtenus par la technique du g^nie g6n6tique qui 
comprend les €tapes de : 

- culture d'un microoigairisme ou de cdlules eucaryotes transform6(es) h I'aide d'une 
25 sequence nucl6otidique codant pour ladite polyprot6ine NS3/NS4 ou pour ledit polypeptide 

NS5b et 

- i€ciq)6:ation du peptide produit par ledit microoi;gamsme ou lesdites ceUuIes eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de I'homme du mto. Pour plus de details la 
concemant, on pourra se r6f6cer h I'ouvrage ci-aprfes : Recombinant DNA Tfechnology I, 
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Editors Ales Prokop. Raskesh K Bajpai ; Annals of the New- Yoik Academy of Sciences. 
Volume 646, 1991. 

Les sequences nucl6otidiques codant pour la polyproteine NS3/NS4 et le 
polypeptide NS5b peuvent Stie prgpar&s par synfli&se chimique coiplge i une approche de 
5 ggnie g€netique ou par g^trie g6i6tique seul, en utiBsant les techniques bien connues de 
I'homme du metier et d&rites par exemple dans Sambrook J. et al., Molecular Cloning : A 
Laboratory Manual, 1989. 

Les s6iuences nuclfetidiques codant pour la polypiot6ine NS3/NS4 et le 
polypeptide NS5b peuvent 6tte ins6r6es dans des vecteuis d'expression dans un systfeme 
10 d'e^qnession ad^tfi, afin d'obtenir la composition peptidique de IMnvention. 

Bien entendu, les sequences nucKotidiques peuvent dtte ins6^ dans un seul vecteur 
d'expression ou Wen dans deux vecteurs d'expression difiKrents. Dans ce dernier cas, la 
sequence codant pour la polyprotdine NS3/NS4 est insei^e dans Tun des deux vecteurs et la 
sequence codant pour le polypeptide NS5b est hs6[6e dans I'autoe vecteur, ces deux 
15 vecteurs pouvant etce de nature identique ou diff&ente. 

Ainsi, un autre objet de I'invenlion consiste en les vecteuis d'expression comprcnant 
une sequence nucl6otidique codant pour la polyprotfiine NS3/NS4 et une sequence 
nucKotidique codant pour le polypeptide NS5b. ainsi que les moyens n6cessaires h son 
expiessicHi. 

20 On enlend par moyen n^cessaire k I'expression d'un peptide, le terme peptide 6tant 

utilis6 pour toute mol6cule peptidique. telle que proteine, polypiot6ine, polypeptide, etc., tout 
moyen qui permet d'obtenir le peptide, tel que notamment un promoteur. un tetminateur de 
transcription, une origine de r^Ucation et de pr6f6«nce un maiqv^ de selection. 

Les moyens n&essaiies I I'expression d'un peptide sont Ms de fe^on op&ationndle 

25 a la sequence d'adde nucteique codant pour le peptide d'int&St Par «Ms de fa^on 
op&alionnelle », on entend une juxtaposition desdits dl6ments n6cessaires k I'expression et du 
gfene codant pour le peptide d'int^tSt, lesquels sont en une relation teEe que cela leur permet 
de fonctionner de fefon atlendue. Par exemple. ils peut exister des bases suppl6mentaires 
entre le promoteur et le gfene d'int^t tant que leur relation fonctionneUe estpr€serv6e. 
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Les moyens n&essaires k I'expression d'un peptide peavent gtre des moyens 
homologues, c'est-i-diie inclus dans le g&iome du vecteur utilisd, ou Hen Stre Mt&ologues. 
Dans ce dernier cas, lesdits moyens sont clon& avec le pej*ide d'intAa k exprimer. 

Des exraiples de promoteurs hfitfirologues comptoinent (i) les promoteurs viiaux tels 
5 que le promoteur SV40 (Virus simien 40), le promoteur du g^e de la thimidine-kinase du 
virus simplex de I'Heipfes (TK-HSV-1), le LTR du virus du sarcome de Rous (RSV), le 
promoteur premier immediat du cytom^golovinis (CMV) et le promotEur dernier majeur 
ad^oviral (MLP), ainsi que (ii) tout promoteur ceUulaire qui contidle la ttanscription des 
gfenes codant pour des peptides diez des eucaiyotes sup&ieurs, tel que le promoteur du gfene 
10 de phosphoglyc6ratB-ldnase (PGK) constitutif (Adra et al, 1987, Gene, 60 : 65-74), le 
promoteur des gfenes sp6cifiques du foie alphal-antitiypsine et HX et le promoteur SM22 
sp6cifique des ceUulcs du muscle lisse (Moessler et aL. 1996, Development. 122 : 2415- 
2425) 

Scion un mode de realisation de I'invention, les sequences nucl^otidiques codant pour 
15 ladite polyprot6ine NS3/NS4 et ledit polypeptide NS5b sont issus de genotypes difftots. 

Selon un autre mode de f6alisation, les sequences nucl6otidiques codant pour ladite 
polyprol^e et ledit polypeptide sont issus d'un virus de mSme genotype, de pr€f6ence le 
genotype lb. 

lA encore, on entend par «s6iuence nucl^otidique », toutes les s^uences codant 
20 pour la polyprot^e NS3/NS4 et le polypeptide NS5b natifs. ainsi que pour leui-s analogues, 
mut^ines et homologues, tels que d^finis pr6c6iemment 

Lesdites sequences contenues dans le vecteur d'ejqpression peuvent ette li6es 
directanent entire elles sous le contrdle d'un seul promoteur el/ou d'un seul dement i€gulateur 
de I'expression, ou bien eUes peuvent gtre s6pai6es en 6tant sous la d^pendance chacune de 
25 promoteurs et/ou rdgulateurs de I'ejqiression ind^pendants, identiques ou diff&ents. 

A titre de vecteur d'expresa<Mi qui conviennrat aux fins de I'invention, on pent dter 
par exemple les plasmides, les vecteurs viraux type adenovirus, poxvirus, virus de la vaccine, 
baculovims, les vecteurs bact6riens du type salmoneUe, BCG. 

Les adenovirus ont 6t6 d6tect& dans de nombreuses espfeces animales, ne s'intfegrcnt 
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pas et sont peu pathog^nes. Es sont capables d'infecter une vanM de types ceUulaires, les 
ceUules en diviaon et les ceUules ea lepos. Us possMeat un Iroiasme naturd pour les 
6pilh^unis bronchiques, De plus, ils ont ufilis^s en tant que vacdns ent&ques vivants 
pendant de nomhreuses ann6es avec un excelleaat proffle de s6cuiit6. BijBn, on peut les fidrc 
5 pousser fedlement et les purifier en grande quantit6. Ces caract&istiques ont fait que les 
ad^ovirus sont particuliferenient appropri6s pour une utilisation en tant que vecteurs 
d'expression et notamment en tant vecteurs de th&apie g^nique des fins th6rapeutiques et 
vaccinales. 

Selon un mode de realisation pr6f6x6, le vecteur de Tinvoition est un ad^virus. 

10 Des exemples d'adfinovirus k utiliser dans la pr6sente invention peuvent Stre d&iv6s 

de toute source d'origine humaine ou animale, esa particulier d'origine canine (par exeoiple 
CAV-1 ou CAV-2 ; rfifgrence Genbank CAVIGENOM et CAV77082, respectivement), 
d'origina avienne (rgfiSrence Genbank AAVEDSDNA), d'origine bovine (telle que BAV3, 
Seshidhar Reddy et al., 1998, J. Virol., 72 : 1394-1402), d'origine ovine, Mine, porcine, 

15 d'origine simienne, ou bien d'un de leurs hybrides. Tout serotype peut Stte utilisd Toutefois, 
les adenovirus d'origine humaioe sont prffdrgs et en particulier Tadenovirus 5 (AdIV). 

De fagon g6nerale, les virus cit& sont disponibles dans les collections ATCC et ont 
fait I'objet de nombrcuses publications d6crivant leur sequence, leur organisation et leur 
biologie, ce qui permet k rhomme du metier de les appliquer facilement Par exetnple, la 

20 sequence de 1' adenovirus type 5 est d6crite dans la base de donnee Genbank (M73260 et 
M29978) et est incoiporee ici par r6f6rence. 

Le genome des adenovirus est constitue d'une molecule d'ADN lineaire double brin 
d'environ 36 Id? portant plus d'environ 30 g&nes necessaires pour terminer le cycle viraL Les 
premiers gfenes sont divises en 4 i6gions dispersees dans le genome de I'adenovirus (El h 

25 E4). Les regions El, E2 et E4 sont essentielles pour la replication viiale. La region E3 est 
conaderee comme une n^on nm essentielle sur la base de TobsCTvation que les virus 
mutants apparaissant naturelkment ou les virus hybrides ayant perdu cette i€gion E3 
continuent k se repliquer comme les virus de type sauvage dans les cellules cultivees (Kelly et 
Lewis, 1973, J. Virol., 12 :643-652). Les demiers g^nes (LI kL5) cedent en majorite pour 
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les prot^mes stmcturales constituant la cq)side virale. lis chevauchent au moins en parfie les 
premiers motifs de transcription et sont transaits k partir d'un promoteur unique (MLP pour 
« Major Late Promoter »). De plus, te g&ome adenoviral porte aux deux extr^noit^ des 
regions i action en ds essentieUes pour la replication d'ADN, lespectivement les motifs de 
5 repetition inverses 5' et 3' (TTRs pour « Inverted Terminal Repeats ») et une sequence 
d'empaquetage. 

hes adenovirus actueUement utilises dans les protocoles de therapie genique sont 
denues de la majorite de la region El. ce qui rend les virus deficients au nivean de leur 
replication pour eviter leur dissemination dans I'oivironnemait et dans I'oiganisme h6te. En 

10 outre, la pliq)art des adenovirus sont ^alement denues de la t^^on E3 afin d'accroltte leur 
capadte de clonagp. La faisabilite du transfert de gkie en utilisant ces vecteurs a ete 
demontrfe dans une variete de tissus in vivo (voir par exemple Yei et aL, 1994, Hum. Gene 
Ther., 5 : 731-744 ; Dai et al., 1995, Proc. Natl. Acad Sci. USA, 92: 1401-1405 ; 
US6,099,831 ; et US6,013,638). 

15 De preference, les promoteurs utilises dans les adenovirus comme vecteur 

d'expression, sont des promoteurs het&ologues tels que les promoteurs le CMV et le SV40. 

De pief6ience encore, le promoteur CMV est le promoteur de la polyproteine 
NS3/NS4 et le vecteur d'expression coniprend comme sequence nucieotidique codant pour 
ladite polyproteine la cassette d'expression CMV-NS3-NS4. 
20 Par « cassette d'expression », on entend une sequence d'ADN contenant un 

promoteur et un cadre de lecture ouvert pour I'expression du peptide d'interSt, k inserer dans 
un vecteur. 

De preference egalement, le promoteur SV40 est le promoteur du polypeptide NS5b 
et le vecteur d'expression contend conmie sequence nucieotidique codant pour ledit 
25 polypeptide la cassette d'expression SV40-NS5b. 

Sdon un mode de r&Iisation de I'invention, le genome de I'ad^ovirus est modifie de 
fagon h tcmplacer la region El par la cassette d'expression CMV-NS3-NS4 et h remplacer 
la region E3 par la cassette d'expression SV40-NS5b. 

Les metiiodes de siq)pression et d'insertion de s^uences d'ADN dans des vecteurs 
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d'expiession sont laispment connues de i'homnie du mfitier et consistent notamment en des 
6tapes de digestion oizymatique et ligature. 

Un autre vecteur d'expression particuliferement appropri^ aux fins de 1' invention est un 
poxvirus, lequd constitue un autre mode de n&Iisation de I'invKition. 
5 Les poxvirus constituent un groupe de virus complexe envelopp6s. se distinguant 

principalement par leur moiphologie inhabituelle. leur grand genome d'ADN et leur site 
cytoplasmique de replication. Le genome de plusieura Elements des poxviridae, conqwenant 
la souche virale de la vaccine de Copenhagrai (VV) (Goebd et aL. 1990, ViroL 179 : 247- 
266 et 517-563) et la souche du virus de la vaccine inodifi6 d'Ankara (MVA) (Antoine et aL, 

10 1998, Virol., 244 : 635-396). a €X6 cartographi6 et s6quenc6. La souche W possfede un 
genome d'ADN double brin d'environ 192 kb codant pour environ 200 prol^es dont 
approximativenient 100 sont impUqufes dans I'assemblage du virus. La souche MVA est une 
souche du virus de la vacdne hauternent att£nu6e, g^ndi^e par plus de 500 passages en s^e 
de la souche d'Ankara du virus de la vaccine (CVA) sur des fihroblastes d'embiyons de 

15 poulet (Mayr et al., 1975. Infection. 3 : 6-16). Le virus MVA a 6\& d^osd devant la 
Collection Nationale de Cultures de Microoiganismes (CNfCM) sous le num&o I-72L La 
d^lerniination de la sequence complfeie du genome du MVA et la comparaison avec celui du 
W pennet I'identification pr&ise des altfirations qui sont apparues dans le gfeome viral et la 
d^ition de sept dfldtions (I i VII) et de nombreuses mutations conduisant k des cadres de 

20 lecture ouverts fragment's (Antoine et al., 1998, Viiology, 244 : 365-396). 

D'autres exemples de poxvirus appropri6s aux fins de I'invention conq)rennent le pox 
du canaii, le pox de volaille, le pox de vache, 1' entomopox. le pox de singe, le pox de pore et 
lepoxdepingouin. 

Le poxvirus se trouve sous deux fomies moiphologiquement distinctes, ^pel6es virus 
25 mature iniiaceUulaire(nvW)etvinJsextiaceUulaireenveIopp6(EEV). 

Le poxvirus utiHs6 comme vecteur d'expression de I'invention pi€sente au moins I'une 
des carac^tiques suivantes, prises seules ou en association : 
® le poxvirus est un virus MVA, 
Oi) le poxvirus est sous foime morphologique IMV, et 
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Cm) le g6nome du poxvirus est modifi6 de fagon k ins&er la cassette d'exprcssion 

NS3/NS4 et k ins&er la cassette d'cjqaession NS5b. 
Loisque le g&iome du poxvirus est modifi6 de fagon k insurer les deux cassettes 
d'int63gt, les moyens n&essaiies k leur expression sont homologues. Ainsi, dans le cas oii on 
5 utilise le virus MVA, rexprcssion de NS3/NS4 peut 6tre par exemple sous le controle du 
promoteurphSr de sorte que la cassette d'exprcssion correspondante est ph5r-NS3-NS4, et 
I'expression de NS5b peut etre par exemple sous le controle du promoteur p7.5 de sorte que 
la cassette d'expiession correspondante est p7.5-NS5b, et vice et versa. 

Sdon un mode de i^sation particulier, lorsque le g^ome du poxivirus est modifi^ 
10 de fegon i insurer les deux cassettes d'int6rgt, les deux dites cassettes d'expression sont 
orientdes dans le mgnoe xns. 

Selon un autre mode de realisation pardcuKer, dies sont orient^s en sens oppose. 
Lk encore, les cassettes d'expression sont ins6r6es dans le g6nome du poxvirus de 
faeon connue par I'homme du m6tier, comme indiqu6 pi6c6demmenL 
15 Les vecteurs de I'invention peuvent 6galement comprendre des sequences n6cessaircs 

au dblage des peptides vers des compacliments cellulaires particuUers. Un exemple de dblage 
peut etre le dblage vers le nSticulum eaidoplasmique obtenu en utiHsant des sequences 
d'adressage du type de la sequence leader issue de la prot^e E3 de I'adgnovirus (Qeinik 
LR, et al„ The Journal of Immunology, 1999, 162, 3915-3925), 
20 Us peuvent ^galcatnent con?>rendre des s^uences necessaires au dblage vers les 

cellules dendritiques et au ciblage h. la membrane des cellules, 

L'invention a egalement pour objet les microoiganismes et les cellules eucaiyotes 
transformSs par un vecteur d'expresaon de I'inventioa 

A litrc d'exemples de microoiganisme qui convienneait aux fins de l'invention, on peut 
25 dter les levures, telles que ceUes des femifles suivantes: Saccharomyces, 
Schizosaccharomyces, Kluveromyces, Pichia, Hanselwta, Yarowia, Schwaniomyces, 
Zygosaccharomyces, Saccharomyces cerevisiae, Saccliaromyces carlsbergensis et 
Kluveromyces lactis 6tant pr6f6ri6es ; et les bact6ies, teUes que E. coli etcelles des families 
suivantes: Lactobacillus, Lactococcus, Salmonella, Strptococcus, Bacillus et 
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Streptomyces. 

A litre d'exemples de ceUules eucaiyotes, on peut dtor les ceUules provenant 
d'animaux tels que les mammiates, les reptiles, les insectes et Equivalent Les cellules 
eucaryotes pr6f636es sont les ceUules provenant du hamster chinois (ceUules CHO), du singe 
5 (ceUules COS et Ven>), du ran de hanister nain (ceUules BHK), du rein de cochon (ceUules 
PK 15) et du rein de lapin (ceUules RK13, les Ugn6es ceUulaires humaines de I'ost^saconne 
(ceUules 143 B), les lign6es ceUulaires humaines HeLa et les lignees ceUulaires humaines de 
I'h^atome (du type ceUules Hep G2), ainsi que les lignfes ceUulaires d'insecte (par exeiiq)le 
de Spodoptera £rugiperda). 
10 Les cellules h6tes peuvent 8tre foumies dans des cultures en suspension ou en flacon, 

dans des cultures lissulaires, des cultures d'organe et ^uivalent Les ceUules hdtes peuvent 
^alement fitrc des aoimaux transg&iiques. 

L'invention conceme 6galement des aniicorps dirig6s centre Tune des compositions 
peptidiques de l'invention leUes que d6finies pr6c6demment ou bien contre I'un des vecteurs 
15 d'expression de Tinvention tels que d6finis pt€cddemmML 

Les anticQips selon l'invention sont soit des anticorps polyclonaux, soit monoclonaux. 

Les anti.CQrps polyclonaux susmentionn& peuvent Stre obtraius par immunisation d'un 
animal avec la composition peptidique de l'invention ou bien avec le vecteur de l'invention i 
titre «d'anti^ne d'int&igt», suivie de la rgci^eration des anticorps recherch6s sous forme 
20 puiifife, par pr^fevement du s&um dudit animal, et separation desdits anticorps des autres 
constituants du s6rum, notamment par chromatographie d'aff5nit6 sur une colonne sur laqueUe 
est fixee un antigtoe sp6cifiquement reconnu par les anticorps, notamment un antigene viral 
d'int^rSt 

Les anticorps monoclonaux peuvent 6tre obtenus par la technique des hybridomes 
25 dont le prindpe g6n6cal est raj^elE draprfes. 

Dans un prmiier temps, on immunise un animal, g6n6alement une souris, (ou des 
ceUules en culture dans le cadre ^immunisations in vitro) avec la composition peptidique de 
l'invention ou bien avec le vecteur de l'invention ^ titre «d'antigtoe d'int&-gt», dont les 
lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps contre ledit antigfene. Ces 
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lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionnds avec des cellules mydomateuses 
"immortelles" (murines dans rexcn^le) pour donner lieu a des hybridomes. A partir du 
mdlange h^tfirog^ des cellules ainsi obtenu, on efifectue alois une sdection des ceUules 
capables de produire un anlicarps particuUer et de se mult^Ker ind^finiment Chaque 
5 hybridome est multipU6 sous la forme de clone, chacun conduisant k la production d'un 
anticoips monoclonal dont les propri6t6s de reconnaissance vis-i-vis de I'antig&ne d'int6i€t 
pourront gtre test6es par exemple en ELISA, par immunotransfert en une ou deux 
dimensions, en immunofluorescence, ou k I'aide d'un biocapteur. Les anticorps monoclonaux 
aina sdlectionnds, sont par la suite purifi^ notamment sdon la technique de chromatographie 
10 d'afiinit^ d^te cirdessus. 

Les conqwsitions peptidiques. les vecteurs d'expression, les sequences nucl^otidiques 
codant pour ladite polyprot^ NS3/NS4 et ledit polypeptide NS5b, ainsi que les anticorps 
de I'invention sont particuliferement efficaces pour I'inhibition, la prevention et le contr61e de 
rinfeclion des patients porteurs du virus du VHC, de sorte que leur utilisation pour la 
15 preparation d'un medicament constitue un autre objet de I'invention. 

La pr&ente invention conceme 6galement une composition phaimaceutique, 
notamment vacdn, contenant k litre de substance active la composition peptidique de 
rinvenlion, ou bien un vecteur d'expression de I'invention, ou bien un vecleur d'expression 
conqaenant une sequence nucieotidique codant pour la polyprotgine NS3/NS4 avec m 
20 vecteur d'expression comprenant une sequence nucleotidique codant pour le polypeptide 
NS5b, ou bien les sequences nucldotidiques codant pour ladite polyprotSine NS3/NS4 et 
ledit polypeptide NS5b, lesdites sequences nucl6otidiques correspondant aux sequences 
contenues dans les vecteurs d'expression de I'invention. plao6es sous le conbOle d'ei6ments 
n&essaires k une expression constitutive et/ou inductible desdits peptides, ou bien I'un au 
25 moins des anticoips de I'inventicMi. 

Par elements necessaires k une expression constitutive des peptides, on entend un 
promoteur uWquitaire ou spedfique des cellules eucaryotes. 

A titee d'eiements necessaires k une expression inductible des peptides, on peut dter 
les elements de regulation de I'operon de £. coli pour la resistance k la tetracycline (Gossen 
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M. et al, Proc Natl Acad Sci USA, 89 : 5547-5551 (1992). 

Sdon un mode de realisation particulier de I'invention, la composilioti phatmaoeutique 
contient 6galement un v^Wcule pharmaceutiquenoent appropii^. Bien aitendu, rhomme du 
metier dgteraiinera fedlement la nature du v^iicule phannaceutiqiiement ^propri6 et la 
5 quanlil^ de polypeptides k utiliser en fonction des constituants de la composition 
pharmaceutigue. 

La quantite et la nature du v6hicule pharmaceutiquement appropri6 peuvent ette 
fadlement detominfes par rhomme du m^er. EOss sont dioisies selon la fomie 
pharmaceutique et le mode d'administcation souhait^s. 

10 Les compositions phamiaceutiques de rinvenlion sont appropri6es pour 

radministration oiale, sublinguale, sous-cutan6e, intramusculaire, intraveineuse, topique, 
locale, inttatrach^ intranasale, Iransdemaique, rectale, intraoculaire, intra- auriculaire, ledit 
prindpe actif pouvant Stte administrg sous forme unitaiie d'administration. 

Les fonnes unitaires d'administration peuvent €tre par exemple des comprimds, des 

15 g61ules, des granules, des poudres, des solutions ou suspensions oiales injectables, des 
timbres transdeimiques (« patch »), des formes d'administration sublinguale, buccale, 
intratradi^ale, inlraoculaire, intianasale, intra- auriculaiiB. par inhalation, des foimes 
d'administration topique, transdennique, sous-cutan6e, intramusculaire ou intraveineuse, des 
formes d'administration rectale ou des implants. Pour radministration topique. on peut 

20 envisager des crfemes, gels, pommades, lotions ou collyres, 

Ces formes gal^niques sont pr6par&s selon les mfithodes usueUes des domaines 
consider6s. 

Lesdites formes unitaires sont dos^ pour peraaetlie une administration joumati&re de 
0,001 k 10 mg de substance active par kg de poids corporel, sdon la forme gal6mque. 
25 II peut y avoir des cas particuKers oil des dosages plus 61ev6s ou plus feftles sont 

appropiids ; de tels dosages ne sortent pas du cadre de I'invention. Selon la pratique 
habitudle. le dosage apptopn6 k chaque patient est d6tenmn6 par le mMecin selon le mode 
d'administration, le poids et la r^ponse du patient 

Selon un autre mode de realisation de rinvention, la pr^sente invention concrane 
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6galement une m^thode de traitement des pathobgies associfes au virus de I'h^patite C qui 
comptend I'admimstiation, h. un patient, d'unc dose efficace d'un mMcament de I'invention. 

Les compositions pharmaceutiques de I'invention contiennent de pr6f6ence k titre de 
substance active un des vecteurs de I'invention ou bien un vecteur d'exprcssion comprcnant 
5 une sequence nucKotidique codant pour la polyprotfine NS3/NS4 avec un vecteur 
d'exprcssion comprcnant une sequence nucl6otidique codant pour le polypeptide NS5b, de 
sorte qu'elles sont utiles en vaccination prophylactique et th^apeutiqxie. 

La vaccination prophylactique et th&apeutique peut 6tre raise en oeuvic par injection 
d'un vaodn k base d'un ou plusieurs vecteurs d'exprcssion de I'invention, dans la mesure oti 
10 le ou les vecteurs d'exprcssion codent au final pour la polyprot^ne NS3/NS4 et pour le 
polypeptide NS5b ^ titi:e de substance active, injection suivie de rappels ou non. EUe peut 
6galement etre raise en ceuvre en injectant deux types de vecteurs d'exprcssion de I'invention 
difGSrcnts, tout d'abord un ad&iovims, puis un poxvirus, de fagon simultan^e ou difKi^ dans 
le tanps, et vice et versa. 
15 Ces vecteurs peuvent 6tt-e contenus dans un kit pharmaceutique. 

Ausa, un autrc objet de I'invention consiste en des kits pharmaceutiques, notanoment 
vaccinaux. conaprenant au moins un vecteur d'expression comprcnant une s6quence 
nucKotidique codant pour la polyprotfine NS3/NS4 et au moins un vecteur d'exprcssion 
con^oenant une s&juence nudgotidique codant pour le polypeptide NS5b. 
20 Un autiie objet de I'invention consiste en des kits pharmaceutiques, notamment 

vaccinaux, comprcnant au moins un vecteur d'expression de type adenovirus td que d6fini 
pr6cedemment et/ou au moins un vecteur d'expression de type poxvirus tel que d6fini 
pr6c6demment 

La vaccination prophylactique et th^rapeutique peut 6galement Strc raise en ceuvrc par 
25 injection d'un vacdn k base d'au moins un vecteur d'expression de I'invention, ou bien un 
vecteur d'expression conqaenant une sequence nucl6otidique codant pour la polyprotgine 
NS3/NS4 avec un vecteur d'expression comprcnant une s&iuence nucl6otidique codant pour 
le polypeptide NS5b, et d'au moins une composition pharmaceutique de I'invention 
constitu^ de la composition peptidique de I'invention ou des anticorps de I'invention. Elle 



wo 2004/111082 



PCT/FR2004/050214 



19 

peut dgalement 6lie mise en ceuvxe par injection d'un vaccin k base d'au moins un vecteur 
d'expression de I'invention, ou Wen un vecteur d'expression comptenant une sequence 
nucl6otidique codant pour la polyprotfiine NS3/NS4 avec un vecteur d'expression 
comprenant une sequence nucl6otidique codant pour te polypeptide NS5b, et d'au moins une 

5 sequence nucl6otidique codant pour la polyprot6ine NS3/NS4 et pour le polypeptide NS5b. 

Aussi, un autre objet de I'invention consiste en des kits pharmaceutiques, notamment 
vaccinaux, comprenant au moins un vecteur d'expression de I'invention, ou bien un vecteur 
d'expression comprenant une s^uence nucl^oticBque codant pour la polyprotdine NS3/NS4 
avec un vecteur d'expression comprenant une sequence nucl^otidique codant pour le 

10 polypeptide NS5b, et au moins une compoation phamiaceutique de I'invention ou au moins 
une sequence nucl6otidique codant pour la polyprot^ine NS3/NS4 et pour le polypeptide 
NS5b. 

La pr6sente invention sera mieux comprise ^ I'aide des exemples suivants donn6s 
uniquement k titre inusti:atif et non Kmitatif, ainsi qu'k I'aide des figm^s 1 7 annex€es, sur 
13 lesquelles : 

la figure lA k IK reprfisoite les cartes des difiKrcnts plasmides utilis6s pour 
I'obtention d'un adenovirus AdNS3NS4NS5b selon I'invention. sur lesquelles sont 
indiqufe les sites des diff&entes enzymes de restriction et I'emplacement des 
fragments de sequence codant pour NS3/NS4 et pour NS5b, 

20 - la figure 2A k 2H repr&ente les cartes des dift^nts plasmides utilises pour 

I'obtention d'un poxvirus MAV NS3NS4NS5b selon I'invention, sur lesqueUes sont 
indiques les sites des difKrentes enzymes de restiiction et I'emplacement des 
fragments de sequence codant pour NS3/NS4 et pour NS5b, 

la figure 3 donne la rgponse cellulaire induite par I'ad^ovirus AdNS3NS4, 

25 sdt selon le test CTL (figure 3A) oti on a utilis6 l'6pitope GLL pour stimuler les 

spl6nocytBs en culfaire et pour charger les dbles du CTL et dont le i^tat est 
expiime ea pourcoitage de lyse sp6cifique en Sanction du rapport effecteur/cible, soit 
selon le test ELISPOT (figure 3B). sp6dfique pour l'6pitope GLL, oil le i6sultat est 
donn6 en nombre de spots/10* cellules, 
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la figure 4 donne la r6ponse cellulaire induite par raxKnovims AdNSSb 
selon le test ELISPOT, sp6cafiqiie des Epitopes ALY et KLP, 

la figure 5 donne la r6ponse cellulaire induite par rad&iovirus AdCElE2 
sdon le test CIL oti on a utilise l'6pitope DLM pour stimuler les spMnocytes m 
5 culture et pour charger les dbles du CTL et dont le r6sultat est expiim6 en 

pourcentage de lyse sp6cifique en fonction du report effecteur/cible, 

la figure 6 donne le titte de virus recombinant de la vaccine, i^sultant du test 
d'^reuve, en pfu/ml/mg ovaire, pour les 4 groupes de 8 souris immunises par les 
difi&entes combinaisons d'ad^novirus : AdNS3NS4 + AdNSSb (1" groupe), les 
10 adenovirus AdNS3NS4 + AdNSSb + AdNSSa (2*"« gtoupe), les ad6novims 

AdNS3NS4 + AdNSSb +AdCElE2 (3'""' groupe) et I'ad^novirus AdpGal (4*^ 
groupe) et 

la figure 7 donne le titre de virus recombinant de la vaccine, lesultant du test 
d'6preuve, en pft/ml/mg ovaire, pour les 3 groupes de 8 souris immunisees par les 
15 difiKientes combinaisons d'adenovirus suivantes : AdNS3NS4NS5b (1" groupe), 

AdNS3NS4 + AdNSSb (2''»' groupe) et AdpGal (3*™ groupe). 

Exemple 1 : Prfaaratfon d'un adfaovinis permettant ^expression des nrotfiiies 
NS3/WS4 et NSf>h sdon Finvention 
20 1 Adenovirus 

Les addnoviras recombinants sont g^neres par transfection (CaPQs) de la lign6e de 
complementation 293 (Graham, Smiley, et al. 1977) aprfes linearisation des ^omes par 
Pacl. Les virus recombinants se propagent et sont amplifies sur cette m&ne lign^e, et leur 
purification est rgalisfe h. partir des cellules infect6es. Les ceUules sont r6cuper6es par 
25 centrifugation (1500 tpm (tours par nrin), 10 min) et lys&s par 3 cycles de 
con^ktion/d&ongaation. Le lysat cellulaire est clarifie par deux centiifiagations (2000 tpm, 
10 min; 8000 tpm, IS niin), puis purifie par deux ultracentrifugations successives. La premifere 
est r6alis6e sur un gradient de Chlorure de C6sium (densit^s 1.4 et 1,25) a 30000 tpm 
pendant 1 heure. La seconde est r6a]is6e sur un coussin de Chloruie de C6sium (densit6 
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1,34) k 35000 tpm pendant 18 heures. Les phases contenant les virions sont pi61ev6es et 
dilutes dc moiti6 dans un tan^on saccharose 60%. Les suspmsions virales sont alore 
dialys6es contre du tan^jon de foramlation (pour 10 litres: 3423g de saccharose; 12,1 Ig de 
Tris; 2,033g de MgCl; 87,7g de NaCl), puis aKquotfes. Leur titrage est i6a]is6 par 
5 immunofluorescenoe indirecte sur cellules 293 infisct&s par difBSroites dilutions -virales et 
marquees par un anticoips sp^cifique de la DNA-Binding Protein ad^noviiale (a72K B6-8) 
(Reich, Samow, et al. 1983). 

2 Preparation de radAiovirus AdNS3NS4 

Get adenovirus permet I'expression du g^ne codant pour la polyprot6ine NS3/NS4 
10 (SEQ ID N°l et 2) sous le contrdle du promoteur CMV. 

2.1 Amplification oar PGR de h s6quence nucl6otidiQue codant pour la polvpro^e 
NS3/NS4 

Pour ce feire, on a utilise les oligonucleotides suivants : 
0IV166: 5'-GGG GGG OCT ATG GCG CGT ATC AGG GGG TA-3' (SEQ ID N°9) 
15 oIVlTl: 5'-GGG GGG AGG CGT TTA GCA TGG CGT GGA GCA GT-3' (SEQ ID 
N°10) 

ainsi que les i€acd& suivants : 
Tag DNA Polymdrase, tanopon PCR, MgCt l^mM et dNTP lOmM Onvittogen). 
Les conditions de PCR ont 6t6 les suivantes : 
20 5minSl94°C,puis 

30 cycles de la s6rie : 45 s k 94°C, 45 s ^ 62''C et 1 min ^ 72°C, puis 
10mina72°C 

2.2 Insertion du fraement de PCR NS3/NrS4 dans le plasmide de transfert 
PTG13387 

25 On a efifectu6 les Stapes suivantes : 

- Diction enzymatiique du jdasmide pT013387 (figure lA, 'nansg6ne) par NfieVMluL 
(NheL LivittDgen dans React 4 Buffer et MuL Invitrogen dans React 3 Buffer) 

- Digestion enzymatique du firagment NS3/NS4 ywcNheVMlul 

- Iigatute(T4 DNA Ligase (Invitrogen) dans Reaction Buffer (Invitrogen)), 
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- Transformation bactSrienne (souche 5K, Transgfene) 

- Selection des clones bact&iens sur milieu LB (Difco) + ampidllinc (100 fig/ml, Duchefa) 

- Maxi-pr6paiaJion plasnndique (Qiagen, selon le protocole du foumisseur) d'un clone positif 
aprfes analyse de restriction 

5 - Analyse de restriction : digestion par Smal (Invitrogpn dans React 4 Buffer) et obtention de 
fiagments de : 5450, 2164, 909, 214 et 180 pb 

- Obtention du plasmide pIV315 delete de sa region El et contenant la sequence NS3/NS4 
sous le contr61e du promoteur CMV (figure IB). 

2.3 Recombinaison homologue avec le genome adenoviral complet dflgtg de sa 
10 r6gion E3 contenu dans le plasmide pTG6624 
On a effectu6 les 6tapes suivantes : 

- E)igestion enzymatique du plasndde obtenu drdessus t)IV315 par PacVPvul {Pad dans 
tampon NEBl, Biolabs et Pvul dans React 7 Buffer, Invitfogen); isolement sur gel d'agarose 
du firagment contenant la cassette pCMV-NS3-NS4 

15 - EHgestion enzymatique du plasmide pTG6624 (figure IC) par Clal (dans React 1 Bufifer, 
Invitrogen) 

- Transtbraiation bactMenne (souche BJ, Transg^^ne) pour effectua* la recombinaison 
homologue entne les deux j&agments plasmidiques 

- Selection des clones bact&iens sur milieu LB + ampicilline (100 figfal) 

20 - Maxi- preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif apr&s analyse de restriction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 2263, 621, 3814, 
214, 2164, 909, 180, 2463, 6480, 1398, 4456, 1455, 3540, 3386, 230 et 3685 pb 

- Obtention du genome ad6noviral complet Adenovirus AdNS3NS4, delete de ses regions 
E3 et El, cette demifere ayant 6t6 remplacde par la cassette d'expiession pCMV-NS3-NS4 

25 (EIV317, figure ID). 

3 Preparation de Fadenovinis AdNS3NS4NS5b 

Get adenovims pemiet Texpression du gfene codant pour la polyproteine NS3/NS4 
sous le contr61e du promoteur CMV et Texpression du gene codant pour le polypeptide 
NS5b sous le contrdle du promoteur SV40 
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3.1 Construction du nlasmide de ttansfer t peamettant le clonage dans la region E3 de 
radgpovirus d'unc sdouence cod ante sous le contr61& du promoteor CMV 
On a mis en oeuvie les 6tapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du plasmide pTG4664 (figure IE, Transg&ie) par Bgia (dans React 
3 3 Buffer, Invittogen) 

- Digestion enzymatique du plasmide pTG13Q74 (figure IF, Transgene) par BamHUBgm 
(dans React 3 Buffer, Invitrogen) 

- Ligature (T4 DNA ligase), transformation bact^ienne (soudie 5K) 

- Selection des clones bact&i^ sur milieu LB + anqndlline (100 ji^inl) 

10 - Maxi-prgparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif aprfes analyse de restriction 

- Analyse de restriction: digestion par Smal et obtention de fragments de : 4940, 1305 et 
230 pb 

- Obtention du plasmide plV267 (figure IG) 

-Digestion du plasmide ainsi obtenu pIV267 par ClaVMml (dans React 1 Buffer, 
15 Invitrogen) 

- Traitement par la DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment (dans React 2 Buffer, 
&ivitro^) 

- Ligature (14 DNA Ugase) 

- Transfonnation bact^enne (soudie 5K) 

20 - Selection des clones bact&ieos sur milieu LB + arq)ici]line (100 (igAnl) 

- Maxi-pr6paration plasmidique (Qiagen) 

- Analyse de restriction: digestion par Smal et obtention de fragments de : 4692, 1305 et 
230 pb 

- Obtention du plasmide pIV270. plasnude de liansfert permettant le clonage dans la i^on 
25 E3 de I'addnovirus d'une sequence codante sous le contrSle du promoteur CMV (figure IH). 

3.2 Remplacement du promoteur CMV oar le promoteur SV40 dans pIV27Q 
On a effectu6 les 6tapes suivantes : 

- Amplification par PGR du firagment nucl^otidique coirespondant au promoteur SV40, a 
partir du plasmide commercial pcDNAHygro (Qonetech) grSce aux oUgonucl6otides suivants: 
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- OIV232: 5'-GGG GGG AGA TCT CCA GCA GGC AGA AGT ATC-3' (SEQ ID 

N°ll) 

- OIV233: 5-GGG GGG GTC GAC CGA AAA TGG ATA TAC AAG Crc-3' 
(SEQIDN'>12) 

5 et sdon le mode op&atoire d6crit dans le point 2.1 drdessus, k ced prfes qu'on a uti]is6 une 
temperature de 58°C h la place de 62°C 

- Digestion enzymatique de pIV270 par BgEVSaa (dans React 10 Buffer, Invittx)^n) 

- Digestion enzymatique du fiagment de PGR par BgOJ/SaU 

- Ligature (T4 DNA ligase), ti:ansformation bact&ienne (souche 5K) 
10 - selection des clones bact&iens sur milieu LB + ampidlline (100 

- Maxi-pr6paration plasmidique (Qia^) dHin done positif ^nts analyse de restdction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fragments de : 4692, 719, 80 et 
230 pb 

- Obtention du plasmide plV330. plasmide de transfert permettant le clonage dans la i^on 
15 E3 de radenovirus dhine sequence codante sous le contrdle du promoteur SV40 (figuie 11). 

3.3 Insertion du fragment de PGR NS5b dans le plasmide de transfert pIV330 
On a efifectu6 les Stapes suivantes : 

- Anq)]ification par PCR de la sequaice nucl6otidique codant pour la prot6ine NS5b (SEQ 
ID N**3 et 4) gi:§ce aux oligonucleotides suivants: 

20 - OIV212: 5'-GGG GGG TCT AGA ATG TCA ATG TCC TAC ACA TGG AC-3' 
(SEQ ID N^IS) 

- OIV218: 5-GGG GGG TCT AGA TTA CCG GTF GGG GAG CAG GT-3' (SEQ 
IDN°14) 

et sdon le mode op6catoire d6ciit dans le point 2.1 d-dessus, k ced prfes qu'on a utilise une 
25 temperatine de 60°C k la place de 62''C 

- Digestion enzymatique du plasmide pIV330 obtenu ci-dessus par Xbal (dans React 2 
Buffo:, bvitrogen) 

- Digestion enzymatique du fiagment de PCR par Xbal 

- Ligabire (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche 5K) 
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- S61ection des clones bact6ri«is sur milieu LB + an^MdUine (100 |X^m[) 

- Maxi-pr^aration plasmidique (Qiagen) d'un done posilif apifes analyse de restriction 

- Analyse de restriction : digestion par Smal et obtention de fiagments de : 4692, 1505, 760, 
719et230pb 

5 - Obtention du plasmide pIV336, plasmide de teansfert dans la d616tion E3 contenant la 
sequence NS5b sous le contr61e du promoteur SV40 (figure 1 J) 

3.4 Recombinaison homn logue avec le genome adenoviral recombinant dIV317 p onr 
obteaairrad^iovirus du titre 

Qnamisenoeuvreles^tapessuivantes : 
10 - Digestion du plasmide pTV317 obtenu dans le point 2.3 ci-dessus par Srfl (dansUnivereal 
Bufifer, Sttatagene) 

- Digestion du plasmide pIV336 obtenu dans le point 3.3 par Nh^USacll (dans Buffer T, 
Amersham Phannada Biotech) et isolement sur gd d'agarose du ftagment contenant la 
cassette pSV40-NS5b 

15 - Ti-ansfoimation bact&ienne (souche BJ) pour eflectuer la recombinaison homologue entre 
les deux £ragments plasmidiques 

- Selection des dones bactfeieais sur milieu LB + anqacilline (100 Hg/ml) 

- Maxi-pr6paration plasmidique (Qiagen) d'un done positif aprfes analyse de restriction 

- Analyse de lestiiction: digestion par Smal et obtention de fiagments de : 6480, 4456. 
20 3814. 3540. 3386. 2739, 2463, 2263. 2164. 1455, 1398, 1105, 909. 760, 719, 621, 230. 

214etl80pb 

- Obtention du g6nome adenoviral complet souhait^ delet6 de la region El, ceUe-d ayant &6 
remplac^e par la cassette d'expression pCMV-NS3-NS4. et d616t6 de la i^on E3, celle-d 
ayant 6t6 renq)lac6e par la cassette d'expression pSV40-NS5B (plasmide pIV342 . figure 

25 IK). 

4Coiifinnatioii de I'expression des a ntigenes insert dans les MffS^^t,: 
admovirtis 

L'expression des antigfenes du VHC cod6s par les adenovirus AdNS3NS4, AdNS5b 
et AdNS3NS4NS5b a 6t6 v&ifiee par Western blot aprds infection de cellules Huh7. 
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Comine attendu, tous les antig&nes ont 6t6 expiim6s. 

Exemple 2; Preparation d^un poxvinis permettant PexDression des protfines 
NS3/NS4 et NSSb selon rinvention 

5 1 Poxvirus MVA 

La souche Modified Virus Ankara MVATG N33 a 6t£ foximi par TRANSGENE 
S.A. (Strasbourg, France). 

2PreparatioD du plasmide de transfert permettant Pexpression du gfene 
NS3/NS4 sous le contrdle du promoteur phSr 
10 2.1 Construction du vecteur t>IV250 contenant les bras de tecombinaison BRG2 et 

BRD2 du MVA, a insi Que le t^ne de selection OPT sous le contrSle du promoteur ph5r 
(MVA\ suivi d'uD deuxidme promoteur ph5r pour permettre Texpression du gfene d'int6ret 

Dans ce point, on souhaite Tinsertion du fiagment ph5r-GPT-BRG3-ph5r (provenant 
du plasmide pTG9997, Transgfene) dans le plasmide pTG6018 (Transg^^ne) contenant les 
15 bras de recombinaison BRG2 et BRD2. 

Pour ce fidre, on a effectue les etapes suivantes : 

- EXgqsdon enzymadque par BantHUSacl (dans React 2 BuflBer, Invitrogen) du vecteur 
pTG6018 (figure 2A) 

- Digestion enzymadque par BamHL, puis digestion partielle par Sad du plasmide pTG9997 
20 (figure 2B) 

- Purification selon le protocole de QIAGEN du fiagment de restriction de 1047 pb qui 
contient la sequence codant pour ph5r-GPT-BRG3-ph5r 

- ligature (T4 DNA Ligase), transformation bacterienne (souche TGI, Statagene) 

- Selection des clones bactMens sur ampicilline (1(X) |Xgtol) 

25 - Maxi- preparation plasmidique (Qiagen) d'un clone positif aprfes analyse de restriction 
(EcoRV + Hindm (dans React 2 BuflBsr, Invitrogen) : fiagments de 246, 439, 476, 826 et 
2789 pb ; Sad : fiagments de 915 et 3861 pb) 

- Obtention du plasmide vis6 (pIV250, figure 2C). 

2.2 Amplification par PGR de la sequence nucldotidiaue codant pour la polvproteine 
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NS3/iSrS4 

On a utilis6 bs oligonucldotides suivants : 
OIV225: 5'- GGG GGG CTG CAG ATG GCG CCT ATC ACG GCC TA -3' (SEQ ID 

5 OIV226: 5'- GGG GGG TCT AGA TTA GCA TGG CGT GGA GCA GT -3' (SEQ ID 
N*16) 

et selon le mode opgratoire decrit dans I'exemple 1 , point 2.1 ci-dessus, k ceci pi^s qu'on a 
utilisd une temperature de 52*'C k la place de 62°C 

2.3 Insertion du frapnrift nt de PGR NS3-NS4 dans le plasmide prV25n 
10 Pour ce fidie, on a effectu6 les 6tapes suivantes : 

- Digestion enzymatkiue du plasmide plV250 obtenu dans le point 2.1 dt-dessus par PstI 
(dans React 2 Buffer, Invitrigenyxfcal 

- Digestion en2ymatique du fi-agment PGR NS3fNS4parPstyXbal 

- Ligature (T4 DNA Ligase), transformation bact&ienne (souche TGI) 
15 - Selection des clones bact6riens sur ampicilline (1(X) ng/aA) 

- Maxi-pr6patation plasmidique (Qiagea) d'un clone poatif a^ies analyse de 
restriction iHindSB. (dans React 2 Buffer. Ihvitrogen) : fiagments de 4763 et 2789 pb ; Sphl 
(dans React 6 Bufifer. Invitrogem) : 1534 et 5991 pb ; Ncol (dans React 3 Buffer, 
Ihvitro^) : 2764 et 4761 pb) 

20 - Obtention du plasmide de Iransfert contenant la sequence codant pour la polyprotone 
NS3/NS4 sous le contr61e du promoteur ph5r (pIV327, figure 2D). 

3 Preparation du plas mide DIV328 pemiettant Fcacpression de la protginft 
NS5b sous le contrdle du promoteur p7^ 

3.1 Amplification par PGR de la sequence nudfotidiQue codant pour la protgine 

25 NS5b 

On a utilise les oligonucleotides suivants : 
0IV227 : 5*- GGG GGG GTC GAG ATG TCA ATG TCC TAG AGA TCG AG -3' (SEQ 
IDN°17) 

OIV228 : 5'- GGG GGG GCA TGG TTA GGG GTT GGG GAG GAG GT -3' (SEQ ID 
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N°18) 

ct sdon le mode op6atoire tkScrit dans I'exemple 1, point 2.1 drdessus, a ceci pifes qu'on a 
utilisd une temperature de 52'*C k la place de 62X:. 
3.2 Obtention du p lasmidft 
5 On a efifectu6 les Stapes suivantes : 

- Digestion enzymatique du fragment PGR codant pour NS5b par SalUSphJ 

- Digestion enzymatique de pTG186 (figure 2E, Txansgene) par SalUSphl 

- D^phosphoiyMon du vecteurpTG186 (phosphatase alkaline ROCHE) 

- Ligature (T4 DNA Ligase), transfiannation bactfirienne (souche TGI) 
10 - Selection des clones bacfcgriens sur an^icilline (100 Hgte^ 

-Maxi-pr^aration plasmidique (Qiagen) d-un clone positif apr^ analyse de restriction: 
iHindUI : fragments de 1984, 2627 et 4437 pb ; Bgin : fragments de 321, 557. 1361. 1451. 
2237 et 3121 pb ; Kpnl (dans React 4 Buffer, Invitrogen) : fragments de : 2787 et 6261 pb) 

- Obtention du plasmide de transfert contenant la s&juence codant pour le polypeptide NS5b 
15 sous le contrSle du promoteur p7.5 (pIV328, figure 2F) 

4 Preparation des nlasmtdes de tran sfert dIV329 et pIV344 permcttent 
I'expressiop du gfene codant nour l a polvprotA-nP. NS3^S4 sons le contrfile H., 
promoteur phSr et dn gfene codant n pur la pmfjiinP. NS5b sous le contrSle du 
promoteur p7^ 

20 Pour ce faire, on a mis en oeuvre les Stapes suivantes : 

- Amplification par PGR de la sequence nucl6otidique codant pour la proteine NS5b k partir 
du plasmide pIV328 obtenu dans le point 3.2 ci-dessus en utilisant les oligonucleotides 
suivants: 

OIV229: S'-GGGCSGGTCT AGA(XGGTA GTT CX3C ATA TAG ATA -3'(SEQID 
25 N°19) 

OIV218 : 5- GGG GGG TCT AGA TTA COG GTI GGG GAG GAG GT-3' (SEQ ID 
N°14) 

et selon le mode opgratoire d^crit dans I'exemple 1. point 2.1 ci-dessus, a ced pi^ qu'on a 
utilise une temp&ature de 50°G h la place de 62°G 
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- Digestion enzymatique du fragment de PGR par X}?al 

- Digestion enzymatique du plasmide pIV327 obtenu dans le point 2.3 d-dessus par Xbal 

- Ligatme (T4 DNA ligase), transformation bacfc&ienne (soudie TGI) 

- Selection des clones bact6riens sur ampidlline (100 p-ginl) 

5 - Maxi preparation plasmidique (Qiagen) de 2 clones positifs api^js analyse de restriction : 
(Pstl : pIV329 : fragments de 3033 et 6466 pb, pIV344 : 4641 et 4858 pb ; Apal (dans 
React 4 Buffer, Invitrigen) : pTV329 : 454, 960 et 8085 pb, pIV344 : 454, 141 8 et 7627 pb ; 
Ncol : plV329 : 4269, 469 et 4761 pb , pIV344 : 3053, 1685 et 4761 pb ; Smal : pIV329 : 
214, 2164, 1444 et 5677 pb, pIV344 : 214, 2164, 928 et 6193 pb) 

10 -Obtention soit du plasmide de transfert permettant rexpression de la polyptot^ine 
NS3/NS4 sous le contnSle du promoteur ph5r et de la protSine NS5b sous le contt^le du 
promoteur p7^, les 2 cassettes d'expression 6tant orient^es dans le mgme sens (pIV329, 
figure 2G), soit du plasmide de transfert permettant Texpression de la polyprot6ine NS3/NS4 
sous le contrSle du promoteur ph5r et de la prot6ine NS5b sous le contrdle du promoteur 

15 p7.5, les 2 cassettes d'expression etant orientees en sens oppos6s (pIV344, figure 2H). 

5 Confirmation de I 'expression des antigfenes insures dans les dUKrents 
poxvirus 

On a verifig par Western blot, ^m*s infection de cellules Huh7 avec les poxvirus 
concern^, que les poxvirus pIV329 et pIV344, contenant les sequences codant pour la 
20 polyprot^ine NS3NS4 et le polypeptide NS5b, exprimaient ces dits antigfenes du VHC. 

Exemple 3; Mise en Evidence de nmmunogenicit^ de la combinaison NS3/NS4 et 
NS5b 

1 Immunisation des souris 
25 On a immunise des souris transggniques HLA-A2.1, une fois, par injection infra- 

musculaire d'au moins un adfinoviras dioisi pamm les ad^iovirus suivants : 
AdNS3NS4 pr6par6 dans Texemple 1 ci-dessus (point 2.3), 
AdNSSb pr6par6 dans Texemple 1 ci-dessus (point 3.3), 
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AdNS5a pr6par6 selon le mode op6ratoire de Texemple 1, point 2, k ceci pifes 
qu'on a ulilis6 les amorces nucl6otidiques suivantes pour air^lifier la sequence nucl6otidique 
codant pour le polypeptide NS5a (SEQ ID N'S et 6) : 

OIV172: 5'-GGG GGG GGT ACC ATG TOG GGC TOG TCG CTA AGG-3' (SEQ ID 
5 N°20), 

0IV173: 5'-GGG GGG TCT AGA TTA GCA GCA GAG GAT GTC GTC-S" (SEQ ID 
N°21), 

qu'on a remplac^ dans la PGR la temperature de 62°C par Se^C, que la digestion 

enzymatique de pTG13387 et du fiagment NS5a a 6t€ mise en ceuvre par KphUXbal, 
10 I'analyse de restriction par digestion par Smdl de pTG13387 donnant les ftagments de 180 et 

7251 ifc et de pTG6624 donnant les fiagments de 2263, 621, 5615, 180, 2463, 6480, 

1398, 4456, 1455, 3540, 3386, 230 et 3685 pb 

AdCElE2 selon le mode opfiratoire de I'exemple 1, point 2, a ceci pr^s qu'on a 

utiKs6 les amorces nucl^otidiques suivantes pour amplifier la s^uence nucMotidique codant 
15 pour la poIyprot6ine Core-El -E2 (autrement appel^e CE1E2) (SEQ ID N°7 et 8) : 

orV62: 5'-GGG GGG GCT AGC ATG AGC ACA AAT CCT AAA CCT-3' CSEQ ID 

N°22) 

^Y^: 5'-GGG GGG TCT AGA TCA GGC CTC AGC CTG GGC TAT-3" (SEQ ID 
N°23), 

20 qu'on a remplac6 dans la PGR la tenq)6rature de 62°C par 56°C, que la digestion 
enzymatique de pTG13387 et du fragment CE1E2 a 6t6 mise en ceuvre par NheVXbal, 
I'analyse de restriction par digestion par Smal de pTG13387 donnant les fragments de 163, 
435, 2270, 180 et 5254 pb et de pTG6624 donnant les fragments de 2263, 621, 3618, 163, 
435, 2270. 180. 2463, 6480, 1398, 4456, 1455. 3540. 3386, 230 et 3685 pb, 
25 - AdNS3NS4NS5b pr6par6 dans I'exemple 1 ci-dessus (point 3) et 

AdpGal (Transgfene), 
selon le protocole suivant : 

10' pfia d'AdNS3NS4 ou 

lO'pfud'AdNSSbou 
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10'pfud'AdCElE2ou 

10' pfii d' AdNS3NS4 et lO'* pfd d'AdNSSb ou 
10' pfii d'AdNS3NS4, 10? pfu d'AdNSSb et iC pfu d'AdNSSa 
10' pfii d'AdNS3NS4, lO' pfo d'AdNSSb et 10? pfu d'AdCElE2 
5 - 10'pfuAdNS3NS4NS5bou 

10' pfii d'AdP-Gal a titre de t6moin. 
Avant immunisation, on a verifi6, par Western blot, rexpression des anti^nes du 
VHC et de P-Gal par les diff^ents adenovirus utiHsds pour rinmuinisalicm. 
2 Tests CTL et FT.TSPOT 
10 Quinze jours aprfes Tirtjection, on a analys6 la rfiponse cellulaiie en isolant les cellules 

de la rate (spMnocytes) des souiis et on a efifectu^ un test CTL et un test ELESPOT conime 
suit : 

Pour le test CTL, on a cultiv^ ces spMnocytes en plaque 24 puits en presence de : 
- 5 jiM de l'6pitope GLL (GLLGCIITSL, SEQ ID N°24) dans le cas des splenocytes 

15 provenant de souris ayant reju AdNS3NS4, 5 |iM de l'6pitope ALY (ALYDWSTL, SEQ 
ID N°25) ou 5|uM de I'epitope KLQ (KLQDCTMLV, SEQ ID N'26) dans le cas des 
spKnocytes provenant de souris ayant re^u AdNSSb ou de 5 nM de I'^tope DLM 
(DLMGYIPLV, SEQ ID N°27) dans le cas des splenocytes provenant de souris ayant ie?u 
AdCElE2, lesdits epitopes etant sous la fomae de peptide synflietique (Euiogentex), et 

20 - 10 U d'intraieukine 2 recombinante murine (Brinster et al., Hq)atology 2001) par ml dans 
du miUeu minimum essentiel alpha CxMEM) pendant 5 jours. Au ^'"^ jour, on a effectue 
I'etape de restimulation qui consiste h rajouter aux splgnocytes en culture des splenocytes de 
souiis n^ves en presence desdits epitopes pendant 2 jours. Au 7*™ jour, on a realise le test 
CTL en lui-mgme qui consiste k mettre en presence les spKnocytes des souiis immunisees 

25 ^prfes les 7 jours de culture (ceUules efifectrices) et des cellules BL4 S3-Rob HDD chaisees 
avec lOuM desdits epitopes et marquees au Ci" (cellules dbles). On a detemiine I'activite 
qrtotoxique spedfique des cellules effectrices par la mesure, aprfes 4 h d'incubation avec les 
cellules dbles, du Q^' libere suite k la lyse des cellules cibles en utilisant un appateU de 
conq)tage y-Cobra n (Packard, Rungis, France). On a determine la liberation spontanee et 
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maximale k partir de puits contenant soit du milieu seul, soit du tan^wa de lyse (HQ IN). On 
a calculi le pouicentage sp&ifique de cytotoxidM par la formulc : 

(Hbtodon dans I'essai - fib6ation spontan&yGib&ation maximale - Ubdration spontanfe) 
xlOO. On a d6terniin6 la lyse specifique d*6pitope par la difKrence enlre le pouicentage de 

5 lyse sp6cifique obtenu en pr6sence ou en 1* absence desdits epitopes. 

On a efifectu6 le test ELISPOT en cultivant les spl^ocytes pendant 48 h dans des 
plaques 96 puits Multiscreen (MiUipore) prgalableraent «coatees » avec de I'anticotps anti- 
interfdron gamma (IENy) (lOng/ml final). On a mis en culture les spKnocytes en presence de 
lOpM des Epitopes appropri6s, comme indiqu6 d-dessus. et de 10 U d'interieuJdne 2 

10 recombinante murine par ml dans du aMEM. Pour le oonlr61e positif, on a cultiv6 les 
spKnoqIes en presence de concanavaline A (5 HgAnl). Pour le conb-eie n^tif, on a cultiv6 
les spl6nocytes scat en prgsence d'un ipepHdc non sp&ifique appartenant h la protfine de 
c^side du VHC, de s6quence DLMGYIPLV (6galement appeK peptide irrelevant), soit en 
milieu seul sans Epitope. On a lav^ les puits k trois reprises, lespectivement avec du PBS- 

15 Tween 0,05% puis du PBS, op6-ation suivie d' une incubation de 2 h avec des anticoips antir 
IFNy de souris biotinyl6s. Apr^ lavage, on a incub^ les puits pendant 1 h avec un conjugu6 
stieptavidine-peroxydase de raifort et on a r6v€16 l'activit6 eaizymatique par degradation du 
substrat AEC (aminoethylcarbazole). Les spots obtenus ont et6 con^t6s gtfice h un lecteur 
EUSpot Zdss (microscope Zeiss coiq)16 au logiciel KS-ELISpot). 

20 Les r&ultats sont indiquds sur les figures 3 & 5 sur ksquelles S correspond k souris et 

Souris neg correspond k la souris temoin. 

Ces rgsultats mettent en Evidence que 

- l'AdNS3NS4 induit bien une r^ponse k mediation cellulaiie sp^dfique des antigfenes 
exprimfe, coname illustrg sur la figure 3A et 33 par la detection de lymphocytes T sp6dfiques 

25 del'^itopeGLLcontenudansNS3. 

- I'AdNSSb induit hiea une i^ponse k mediation cdlulaiie sp6cifique des anti^nes exprim^s, 
comme illuslrg sur la figure 4 par la detection de lymphocytes T sp&afiques de I'^pitope ALY 
et KLQ contenus dans NS5b. 
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- rAdCElE2 induit bien une i6ponse k mediation cellulaire sp&ifique des antigfenes exprimfe, 
comme illusli^ sur la figure 5 par la detection de ly mphoq^ T spdcdfiques dc F ^tope DLM 
contenus dans la protfiine Coie. 

3 Test d^ epreuve in vivo h Vmde d^un virus vaccine recombinant 

5 Afin d'6valuea: si les i6ponses tomunes sp6dfiques induites par les diffdrents 

ad6novirus dtaient capables d'induire une protection contre une 6preuve infectieuse 
(« protection in vivo »), nous avons sounds les souris vaccinees a une telle epreuve. 

La souris n'dtant pas infectable directement par le VHC, nous avons utilise, pour 
relier Tinduction d'une r^onse immunitaice spddfique et la resistance i une infection, un virus 

10 vaccine recombinant (souche WR) codant pour les prot6ines non stnicturales du VHC (NS2 
k NS5b) pour r&liser cette 6preuve. Ce virus recombinant de la vaccine, aprfes injection 
intm-p6riton6ale de lO'' pfu i la souris, va se r6pUquer chez Fanimal. La replication de ce 
virus induit une i^ponse immunitaire k la fois spedfique des antigenes de la vaccine et 
sp6:ifique des antigenes du VHC, comme H exprime aussi les prot6ines MS du VHC Cette 

15 rgponse spedfique des antigenes du VHC sera d'autant plus efficace et vigoureuse que les 
souris auront dejk rega un vaccin exprimant les antigenes du VHC. Bi d'autrcs tentnes, plus la 
vaccination (dans le cas present rfeilisfe avec les adenovirus recombinants) aura 6t6 efficace 
(c'est-^-dire que le sysfeme immun des souris aura €\6 « prim6 » efficacement par le vacdn), 
plus la rfiponse anti- VHC g6n6ree apres F 6preuve par le virus recombinant de la vaccine sera 

20 forte et, par voie de consequence, plus les souris seront « protegees » contre cette epreuve. 
En pratique, plus le taux residuel de virus de la vaccine dans les souris sem faible, plus la 
pi'otection ou la neutralisation due k la vaccination aura et6 efficace. 

La neutralisation du virus vacdne reflete k la fois la r^onse cellulaire induile par les 
prot6ines du VHC et par les proteines de la vacdne. La neutralisation est evalu6e par titration 

25 du virus vaccine i^siduel k partir des ovaires des animaux comme suit : les ovaires sont 
pr61ev6s k 4 jours post-6preuve, soniques, congel&-d&ongel6s 3 fois puis aprfes 
centrifiigation, des dilutions successives de sumageant sont titr&s selon la technique des 
plages de lyse (Murata et al., PNAS, voL 100, p.6753-6758) sur ceUules Hutk-. Les titres 
viraux sont d6teimin6s en pfii/ml/mg d'ovaire. 
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4 Mise en evidence d^une protection sup^rieure d^ime vaccination comhinant 
la polvprot^ine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b> 

On a d6tenimi6 le litre de virus recomhinant de la vaccine pour 4 groupes de 8 souris 
immunis6es par les combinaisons d'adfinovims suivantes: AdNS3NS4 + AdNSSb (1°^ 
5 groupe), AdNS3NS4 + AdNSSb + AdNSSa (2^* groupe), AdNS3NS4 + AdNSSb 
+AdCElE2 (3^"^" groupe) et AdpGal (4^"^" groupe). 

Les r6sultats, donnes sur la figure 6, sont traites de fagon statistique en se basant sur le 
test non parametrique de Mann Whitney Wilcoxon (JMethodes Statistiques k I'usage des 
m6dedns et des biologistes. Collection Statistique en Biologie et en M^tedne, Flammarion 
10 Medecine Sciences, (D. Schwartz), 1977) qui repose sur une coniparaison des moyennes, et 
pennet la comparaison des valeurs de deux 6chantillons x ety ind^ndants. 

Ce test est mis en oeuvie comme suit : Tensemble des valeurs des deux groupesx et y 
k compaier est class6 de fagon croissante. Un rang est ensuite attribu6 h chaque valeur, et la 
sonune des rangs est effectu€e. On obtient alors Wx et Wy. On calcule alors une valeur de 
15 reference appelee (Wx)t (valeur theorique dans Thypothfese nuUe ou Wjc n'est pas dilierent 
de Wy) et liee par le rapport : nCN+l)/2, avec n = nombre de souris testees dans le groupe x 
etN = nombie de souris test6es dans les groupes jc et y. 

Si Wx est inferieur k (Wjc)t (taux i6siduel de virus de la vaccine dans les souris faible), 
alors on pent conclure que la neutralisation due k la vaccination est significativement efi&cace. 
20 Si nous prenons Texemple du groupe AdNS3NS4S5b not6 x cornpar6 au groupe 

AdpOal note y, nous obtenons les valeurs suivantes : 

Wx = l-+2+4+6+8+ll-f 13+14 = 59 (8 souiis testees) 
Wy = 3+5+7+9+10+12+15+16 = 77 (8 souris test6es) 
Sous rhypothese nuUe. Wx n'est pas difB&ent de Wy, la valeur attendue est : (Wx)t= 
25 (1/2)*8*17 = 68 

Wx < (Wx)i ce qui signifie que les valeurs obtenues dans le groupe 
AdNS3NS4NS5b sont plus petites que celles obtenues dans le groupe AdjiGal et que la 
neutralisation due k la vaccination est significativement efficace. 

Les valeurs statistiques pour les autres groupes de souris sont indiqu&s dans le 
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tableau 1 ci-dessous : 
Tableau 1 



Groupe/AdpGal 


Wx 


(Wx), 


AdNS3NS4+NS5b 


52 


68 


AdNS3NS44-NS5b+ 
NS5a 


68 


68 


AdNS3NS4+NS5b+ 
CE1E2 


74 


68 



Les valeurs dans le tableau 1 ci-dessus montient que seule une vaccination des souiis 
5 par la combinaison des Adenovirus NS3NS4 et adenovirus NS5b est capable d'induire une 
neutraKsation significative de la replication du virus de la vaccine utilise dans I'epreuve par 
Import au groupc do souris conti61e vacdne par I'AdpGal. Les vaccinations lealisdes en 
utiHsant les combinaisons comprenant (AdNS3NS4 + AdNS5b + AdNS5a) ou 
(AdNS3/NS4 + AdNSSb + AdCElE2), n'aboutissent pas k unc difference significative par 
10 rapport au groupc dc souris contrOte immunise par AdpOal. 

Ces resultate pennettent done de mettre en evidence, de fagon inattendue, la 
protection supericme d'unc vaccination combinant la polypK)teine NS3NS4 ct Ic polypeptide 
NS5b. 

5 Confirmation de la protection d»u ne vaccination combinant la polvprot^ine 
^5 NS3/NS4 et le polypeptide NS5b expr imfe coniolntement oar un m€me vecteur 

On a determine Ic titre de virus recombinant dc la vaodne pour 3 groupes dc 8 souris 
immunisees par les combinaisons d'adenovirus suivantes : AdNS3NS4NS5b (1" groupe), 
AdNS3NS4 + AdNSSb (2*"= groupe) et AdpOal (3'"'' groupe). 

Les resultats, donnes sur la figure 7, sont iiaites de fagon statistique en se basant sur 
20 le test non parametrique de Mann Whitney Wacoxon comme decrit dans I'experience 
precedente. 

Les valeurs statistiques pour les groupes 1 et 2 comparees au groupe contrCle 
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AdpGal sont indiqu&s dans le tableau 2ci-dessous : 
Tableau 2 



Groupe/AdpGal 


Wx 




AdNS3NS4NS5b 


49 


68 


AdNS3NS4+NS5b 


53 


68 



Les valeurs dans le tableau 2 ci-dessus montrent que la vaccination des souris par un 
5 adenovirus cedent k la fois pour les trois antigfenes NS3, NS4 et NS5b. tout conune la 
combinaison des Adenovirus NS3NS4 et Adenovirus NS5b, est capable d'induire une 
neutralisation significative de k r^Kcation du virus de la vaccine utilise dans I'epreuve par 
rapport au groupe de souiis contii61e vaccine par I'AdenoPGal. Ce resultat confiime la- 
protection d'une vaccination combinant la polyproteine NS3/NS4 et le polypeptide NS5b 
10 expimesconjointerneDtparuningnievecteur. 
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REVENDICATIONS 

1. Composilion peptidique caract6isfe en ce qu'eUe comprend une polyprot6ine 
NS3/NS4 du virus de Thfipatite Q ainsi qu'un polypeptide NS5b du virus de rh6patite C 

5 

2. Composition peptidique selon la revendication 1 , caract^risfe en ce que NS3 et/ou 
NS4 et/ou NS5b proviennent de virus de genotypes differents, 

3. Composition p^tidique selon la levendication 1, caract^sfe en ce que NS3, 
10 NS4 etNSSb proviennent d'un virus de mSme g6notype, de pt€f6ience de genotype lb. 

A. Vecteur d'expression caract&is6 en ce qu'il comprend vine s&juence nucl6otidique 
codant pour la polyprot^ine NS3/NS4 et une sequence nucleotidique codant pour le 
polypeptide NS5b, ainsi que les moyens n^cessaires ^ leur expression. 

5. Vecteur d'expression selon la revendication 4, caract6ris6 en ce que les sequences 
nucleotidiques codent pour une polyprotSine et un polypeptide issus de virus de gdnotypes 
diffdrents. 

20 6. Vecteur d'expression selon la revendication 4, caracteris6 en ce que les sequences 

nucleotidiques codent pour une polyprcteine et un polypeptide issus d'un virus de m8me 
genotype, de preference le genotype lb. 

7. Vecteur d'expression selon Tune quelconque des revendications 4^6, caract6ris6 
25 en ce que ce vecteur est un adenovirus. 

8. Vecteur d'expression selon la revendication 7, caracterise en ce que le g6nome de 
I'adenovirus est modifie de fa^on a remplacer la rggion El par la cassette d'expression 
CMV-NS3-NS4 et ^ remplacer la region E3 par la cassette d'expiesaon SV40-NS5b. 
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9. Vecteur d'cxpression sdon I'une qudconque des levendications 4^6. caract&is6 
en ce que ce vecteur est un poxvirus. 

5 10. Vecteur d'expression sdon la levendicalion 9. caract6ris6 en ce que le gdnome 

du poxvinis est modifi6 de fe^on k insurer la cassette d'expression ph5r-NS3-NS4 et a 
insurer la cassette d'expression p7.5-NS5b. 

11. Microorganisme ou cellule h6te tiansfoini^ par un vecteur d'e>qpression td que 
10 d6fini dans I'une quelconque des revendications 4 h 10. 

12. Utilisation d'une composition pq)tidique telle que dgfinie dans I'une quelconque 
des revendications 1 a 3, ou bien d'un vecteur d'expiession tel que defini dans I'une 
qudconque des levendication 4 h 10, ou bien d'un vecteur d'expression comprenant une 

15 s^uence nucldolidique codant pour la polypiotdine NS3/NS4 avec un vecteur d'expression 
comprenant une sequence nucl6otidique codant pour le polypeptide NS5b. ou bien des 
s^iuences nucMotidiques codant pour ladite polyprot6ine NS3/NS4 et ledit polypeptide 
NS5b, lesdites sequences nucldotidiques conespondant aux sequences contenues dans les 
vecteurs d'expression tds que d^s dans I'une qudconque des revendication 4 ^ 10. 

20 plac6es sous le oontrdle d»d6nents n&essaires k une expression constitutive et/ou inductible 
desdits peptides, pour la preparation d'un medicament destine a I'inhibition, la prevention ou 
le contrSle d'une infection provoqufe par le vims de I'hepatite C chez un animal, de 
pr6f&ence rhomme. 



25 



13. Con^sition phannaceutique. notamment vacdn. comprenant k tilre de substance 
active la composition peptidique tdle que ddfinie dans les revendications 1 ^ 3, ou bien un 
vecteur d'expression td que defini dans I'une qudconque des revendication 4 a 10. ou bien 
un vecteur d'expression comprenant une sequence nucieotidique codant pour la polyprotfime 
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NS3/NS4 avec iin vecteur d'expression compienant une sequence nucl6otidique cx>dant pour 
le polypqptidc. 

14. Composition phaimaceutique selon la revendication 13, caract&isfie en ce qu'elle 
5 conp?&nd 6galement un v6hicule phaimaceutiquement approprid. 

15. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, caracterise en ce qu*il comprcnd au 
moins un vecteur d'^piession conqjienant une sequence nucldotidique codant pour la 
polyprot^ine NS3/NS4 et au moins un vecteur d*expiession compienant une s&iuence 

10 nucl6oti<fique codant pour le polypeptide NS5b. 

16. Kit pharmaceutique, notamment vaccinal, caracteris6 en ce qu'il comprend au 
moins un vectem' d'expression tel que d6fini dans la levendication 7 ou 8 et au moins un 
vecteur d'exprcssion tel que d^fini la revendication 9 ou 10. 

15 

17. Kit pharmaceutique, notamment vacdnal, compienant au moins un vecteur 
d'expression tel que d6fini dans Tune quelconque des revendications 4 a 10, ou bien au moins 
un vecteur d'expression compienant une sequence nucldotidique codant pour la polypn)t6ine 
NS3/NS4 avec un vecteur d'expression comprenant une sequence nucl^otidique codant pour 

20 le polypeptide NS5b, et 

(i) au moins une composition peptidique telle que definie dans les revendications 1 k 
3 ou 

(ii) au moins une sequence nucl6otidique codant pour la polyprotfine NS3/NS4 et 
pour le polypeptide NS5b, 

25 
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Figure 2 (suite) 
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Figure 4 
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SBQUBNCB LISTING 



<1X0> BIOMERIETJX 

INSTITUr NATIONAL DB LA SANTE ET DE LA RBCHBRCHB MEDICALS 

^c?%eS:f d'^^pr^SSrSciu^f NS3/NS4 et le polypeptide NS5b du 

<130> ADENOVIR 
<160> 27 

<170> Patentin version 3.1 



<210> 1 

<211> 2844 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS3NS4 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(2844) 

<223> 



<400> 1 

^If fi^ ^^"^ ^""^ ^^"^ ctg ctt ggc 4 8 

Met Ala Pro He Thr Ala Tyr Ser Gin Gin Thr Arg liy Leu Leu Ify 

^ 10 15 



144 



cll T^"" o^"" ""^"^ ^""^ Srac aag aac cag gtc gat ggg 

Cys He He Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gin Val Lp 111 
20 25 30 

gag gtt cag gtg etc tec acc gca acg caa tct ttc ctg gcg acc tac 
Glu val Gin val Leu Ser Thr Ala Thr Gin Ser Phe Leu III Ts 
. *0 45 

v!? ^'"^ cat ggt gcc ggc teg aaa acc 192 

val Asn Gly Val Cys Trp Thr Val Tyr His Gly Ila 5ly Sef JJs Sr 

Z"^ ^•'^ atg tac acc aat gta gac 

Leu Ala Gly Pro Lys Gly Pro He Thr Gin «et Tyr Thr Asn ?al Isp 

" 75 80 

cag gac etc gtc ggc tgg ccg gcg ccc ccc ggg gcg ego tec ata aca 
Gin Asp Leu val Gly Trp Pro Ala Pro Pro Ily III ser Met ^r 



240 



85 90 



ccg tgc acc tgc ggc age teg gac ctt tac ttg gtc acg agg cat acc 
Pro cys Thr Cys Gly ser Ser Asp Leu Tyr Leu Val Thf ull Ha 

105 110 



Sp fal III Pro va? n^*' l^^ <=tc 
Asp Val lie Pro Val Arg Arg Arg Gly Asp Ser Arg Gly ser Leu Leu 

115 120 125 



288 



336 



384 



wo 2004/111082 



PCT/FR2004/050214 



tec cct agg ccc gtc tec tac etg aag ggc tec tn« r,^*. 

S.r P„ ^ V.1 s.r ^ =t. «: 

Si J?? ill m S S S ?S ^1 

160 

ace egg ggg gtt gcg aag gcg gta aac htr» ^ 

ox, V.X .X. t,l ?J III J« |Ct .t. 

^"^^ 175 

I" S Sel J3 LI I- ilt t^t -^^ - - s 

190 

gcc gta eeg caa aca ttc caa gtg gca cat tta r.^^ « *. 

«. V.1 pr, o.„ ?,? l: III s 

205 

age ggc aag age ace aaa gtg ccg act aca i-^f- rrr.^ 
Ser Gly Lys Ser Thr Lys Vai Pro I^a Ila I?^ 

220 

aag gtg etc gtc eta aac ccg tec gtt act oc^^ ar-= 4-. 
Lys val Leu Val Leu Asn Pro Ser ?al III III III r"^ ''^^ 
225 230 ^''•y 



235 240 



s zi III ^ m - s: - - ^ 

255 

gta agg ace ate ace aeg ggc ggc ccc atr ^nrr t-^^ *- 

va. A., ^ ..e T.. If, SI ?S JJ? s':: ?S is If? 

270 

1^ s: L-; sf? I?; - - - - - - 

285 

n; i;: ig ?^ -i - - - 

300 

m ^ m ijs ?2 - - - - .n? 
til SI g '^i .2 cc, 

335 

S 12 IL- -I - - - - S= - go 

350 

Vyi iL° p°: r.i tii tii s: if r °" 

355 "® His Leu lie Phe 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



360 365 
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tgc cat tec aag aag aag tgt gac gag etc gcc aca aao m-r, 

cys H . s,r .y. ^y. .y. oy ».p i^l HI 2^ ^ g° 

380 



cte gga etc aat get gta gcg tat tae egg gqt etc aat o^« »-„ 

Oly ..u ^. „. v,l »U Tyr Tyr i!J S| J^f .'^^ ?J= 

S.I ni Sy fj -J - ?2 - - «. «S 



415 



S ^? m I- III L- ?2 xJl - - ^ 

^25 43Q 

?s ?s IS III - - s= ^ s IS 

440 445 

S= I== g - -f - - o.. eg ^ 

460 

Jl ii; SI g= s si^ m 5s lit ?s |j 
i" s IS s - - - 2 

485 490 

i?j K z '41 lit ?s? s IS s r^i 

S? ^2 ^ S L'^ ?S - s SI - lg 1^ 

S20 525 

T. IS IS IS - ss LI 

540 

SI 2s - ^s ?s L'^ 2s 

2u vlt III S! ^ f ? '^^^ -9 get eca cat 

Cys Ala Arg Ala Gin Ala Pro Pro 
570 575 



coa teg tgg gat caa atg tgg aag tgt etc ata egg ctt aaa n^f 
Pro Ser Trp Asp Gin Met Trp Lys Cys .eu lie 2^ 2^ So 

58S S9Q 

2» n?^ "'^^ ^'^^ tat agg eta gga gee gtt eaa aat 

I-eu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Ity III ?aJ all 



1152 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



1680 



1728 



1776 



1824 
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gag ate acc etc aca eat ceo ata aco aaa ttc gtc atg gca tgc atq 
lit ■'^'^ """^ "^"^ val Me? Ila Cys Set 

610 615 



620 



teg goo gac ctg gag gtc gtc act ago acc tgg gtg ctg gta ggo gga 
Ssr Ala Asp Leu Glu Val Val Thr Ser Thr TrJ Val Leu Oal Sy lly 

625 630 



635 



640 



gtc ctt gca get ctg gee gca tat tgc ctg aca acc ggt agt gtg gtc 
val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys Leu Thr Thr lly Ser Val Val 

650 655 



T^l ^99 =«9 3ct gtt gtt cec gac 

He Val Gly Arg He He Leu Ser Gly Arg Pre Ala Val Val Pro IsS 

665 670 

agg gaa gtc etc tac egg gag ttc gat gaa atg gaa gag tgc qcc tea 
Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp llu Me? Ilu llu ISa Ser 

675 680 685 

cac etc cet tac ate gag caa gga atg cag etc goo gag cag tte aaa 
His Leu Pro Tyr He Glu Gin Gly Met Gin Leu La Ilu III Phe lyl 

695 700 

cag cag gca etc ggg ttg ctg oaa aca gee acc aag caa gcg gag gee 
Gin Gin Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr Ala Thr Lyi Gin 111 Ilu fll 

710 

f?*" ''^^ ''9g tgg egg goo ctt gag goo ttc tgg 

Ala Ala Pro Val Val Glu Ser Arg Trp Arg Ala Leu Ilu Ala Phe T^ 
725 730 735 

gca aag cac atg tgg aac ttc ate ago ggg ata cag tac tta gca ggc 
Ala Lys His Met Trp Asn Phe He Ser Gly He Gin Tyr Leu Ila llj 
740 745 ' 



750 



1872 



1920 



1968 



2016 



2064 



2112 



2160 



2208 



2256 



2304 



T o ° 9 cct ggg aac cec gcg ata gca tea ctg atg gca ttc 

Leu ser Thr Leu Pro Gly Asn Pro Ala He Ala Ser Leu MeS Sa Phe 
755 760 765 

aca gee tet ate acc agt cog etc acc acc cag aat acc etc eta tte 2352 
Thr Ala ser He Thr Ser Pro Leu Thr Thr Gin Asn Thr Leu Leu Phe 
770 775 780 

aac ate tta ggg gga tgg gtg get got caa etc get cet ecc acrt Qct 
Asn He Leu Gly Gly Trp Val Ala Ala Gin Leu Ila Pro Pro sir Sa 

790 795 

get teg gee ttc gtg ggt gee ggc att gee ggt gcg goo att ggc ago 
Ala Ser Ala Phe Val Gly Ala Gly He Ala Gly Ala Ala He liy ser 

810 815 

ata ggc ctt ggg aag gtg ctt gtg gac att ctg gcg ggc tat gga gcg 
He Gly Leu Gly Lys Val Leu Val Asp He Leu Ala liy Tyr lly III 

825 830 

ggg gtg gcc ggt gca etc gtg get ttt aag gtc atg age ggc gag acq 
Gly val Ala Gly Ala Leu Val Ala Phe Lys Val Me? Ser l?y IS 
835 840 845 



2400 



2448 



2496 



2544 
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coc tec g^c gag gac ctg gtt aae ttg etc cct gcc ato etc tec cec 
Pro Ser Ala Glu Asp Leu Val Asn Leu Leu Pro Ala lie Leu Ser Pro 

855 860 



2592 



ggc gcc ttg gtc gtc ggg ate gtg tgt gca goa ate ctg cgt egg cac 2640 
Gly Ala Leu Val Val Gly He Val Cys Ala Ala He Leu A?g A?§ His 

870 875 880 



gtg ggc ccg gga gag ggg get gtg eag tgg atg aao egg ctg ata gcg 2688 
val Gly Pro Gly Glu Gly Ala Val Gin Trp Met Asn A^ Leu lie 1^1 
885 890 895 

ttc get teg egg ggt aac cac gtt tec cec acg eac tac gtg ect aaa 2 7^fi 

Phe Ala ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His T^r Va? Pro IS 
900 905 910 

age gac gcc gca gca cgt gta act cag ate etc tec age etc ace ate 2784 
Ser Asp Ala Ala Ala Arg Val Thr Gin He Leu Ser Ser Leu Thr lie 
915 920 925 

Thr ni^ T*"^ f ""^^ ""^^ att aat gag gac tgc tec 2832 

Thr Gin Leu Leu Lys Arg Leu His Gin Trp He Asn Glu Asp Cys Ser 
930 935 

acg cea tgc taa 

Thr Pro Cys ^844 
945 



<210> 2 

<2ia> 947 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 

<220> 

<223> sequence codant pour NS3NS4 

<400> 2 

Met Ala Pro He Thr Ala Tyr Ser Gin Gin Thr Arg Gly Leu Leu Gly 

1 5 T ri 



10 



15 



Cys He He Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gin Val Asp Gly 
2° 25 30 

Glu val Gin Val Leu Ser Thr Ala Thr Gin Ser Phe Leu Ala Thr Cvs 
35 40 45 

Val Asn Gly Val Cys Trp Thr Val Tyr His Gly Ala Gly ser Lys Thr 
50 55 60 

Leu Ala Gly Pro Lys Gly Pro He Thr Gin Met Tyr Thr Asn Val Asp 

70 75 30*' 

Gin Asp Leu Val Gly Trp Pro Ala Pro Pro Gly Ala Arg Ser Met Thr 
85 90 95 

Pro Cys Thr Cys Gly Ser Ser Asp Leu Tyr Leu Val Thr Arg His Ala 
100 105 110 
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Asp Val He Pro Val Arg Arg Arg Gly Asp Ser Arg Gly Ser Leu Leu 
115 120 125 

Ser Pro Arg Pro Val Ser Tyr Leu Lys Gly Ser Ser Gly Gly Pro Leu 
130 135 3^40 

Leu Cys Pro Ser Gly His Val Val Gly He Phe Arg Ala Ala Val Cys 

150 155 160 

Thr Arg Gly Val Ala Lys Ala Val Asp Phe He Pro Val Glu Ser Met 
165 170 175 

Glu Thr Thr Met Arg Ser Pro Val Phe Thr Asp Asn Ser Ser Pro Pro 
180 185 190 

Ala Val Pro Gin Thr Phe Gin Val Ala His Leu His Ala Pro Thr Gly 
195 200 205 

Ser Gly Lys Ser Thr Lys Val Pro Ala Ala Tyr Ala Ala Gin Gly Tyr 
210 215 220 

Lys Val Leu Val Leu Asn Pro Ser Val Ala Ala Thr Leu Gly Phe Gly 

230 235 240 

Ala Tyr Met Ser Lys Ala His Gly He Glu Pro Asn- He Arg Thr Gly 
245 250 255 

val Arg Thr He Thr Thr Gly Gly Pro He Thr Tyr Ser Thr Tyr Gly 
260 265 270 

Lys Phe Leu Ala Asp Gly Gly Cys Ser Gly Gly Ala Tyr Asp He He 
275 280 285 

He Cys Asp Glu Cys His Ser Thr Asp Trp Thr Thr He Leu Gly He 
290 295 300 

Gly Thr Val Leu Asp Gin Ala Glu Thr Ala Gly Ala Arg Leu Val Val 

310 315 320 

Leu Ala Thr Ala Thr Pro Pro Gly Ser He Thr Val Pro His Pro Asn 
325 330 335 

He Glu Glu Val Ala Leu Ser Asn Thr Gly Glu He Pro Phe Tyr Gly 
340 345 350 

Lys Ala He Pro He Glu Ala He Lys Gly Gly Arg His Leu He Phe 
355 360 365 

Cys His Ser Lys Lys Lys Cys Asp Glu Leu Ala Ala Lys Leu Thr Glv 
370 375 380 

Leu Gly Leu Asn Ala Val Ala Tyr Tyr Arg Gly Leu Asp Val Ser Val 

390 395 400 

He Pro Thr Ser Gly Asp Val Val Val Val Ala Thr Asp Ala Leu Met 
405 410 415 

Thr Gly Phe Thr Gly Asp Phe Asp Ser Val He Asp Cys Asn Thr Cys 
420 425 430 
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Val Thr Gin Thr Val Asp Phe Ser Leu Asp Pro Thr Phe Thr He Glu 
435 440 445 

Thr Thr Thr Val Pro Gin Asp Ala Val Ser Arg Ser Gin Arg Ara Glv 
450 455 460 

Arg Thr Gly Arg Gly Arg Ser Gly He Tyr Arg Phe Val Thr Pro Glv 
465 470 475 480 

Glu Arg Pro Ser Gly Met Phe Asp Ser Ser Val Leu Cys Glu Cys Tyr 
485 490 495 

Asp Ala Gly Cys Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val 
500 505 510 

Arg Leu Arg Ala Tyr Leu Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val Cys Gin Asp 
515 520 525 

His Leu Glu Phe Trp Glu Ser Val Phe Thr Gly Leu Thr His He Asp 
530 535 540 

Ala His Phe Leu Ser Gin Thr Lys Gin Ala Gly Asp Asn Phe Pro Tyr 

550 555 560 

Leu Val Ala Tyr Gin Ala Thr Val Cys Ala Arg Ala Gin Ala Pro Pro 
565 570 575 

Pro Ser Trp Asp Gin Met Trp Lys Cys Leu He Arg Leu Lys Pro Thr 
580 585 590 

Leu His Gly Pro Thr Pro Leu Leu Tyr Arg Leu Gly Ala Val Gin Asn 
595 600 605 

Glu He Thr Leu Thr His Pro He Thr Lys Phe Val Met Ala Cys Met 
610 615 620 

Ser Ala Asp Leu Glu Val Val Thr Ser Thr Trp Val Leu Val Gly Glv 
^25 630 635 640 

Val Leu Ala Ala Leu Ala Ala Tyr Cys Leu Thr Thr Gly Ser Val Val 
645 650 655 

He Val Gly Arg He He Leu Ser Gly Arg Pro Ala Val Val Pro Asp 
660 665 670 

Arg Glu Val Leu Tyr Arg Glu Phe Asp Glu Met Glu Glu Cys Ala Ser 
675 680 685 

His Leu Pro Tyr He Glu Gin Gly Met Gin Leu Ala Glu Gin Phe Lys 
690 695 700 

Gin Gin Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr Ala Thr Lys Gin Ala Glu Ala 
705 710 715 720 

Ala Ala Pro Val Val Glu Ser Arg Trp Arg Ala Leu Glu Ala Phe Trp 
725 730 735 

Ala Lys His Met Trp Asn Phe He Ser Gly He Gin Tyr Leu Ala Gly 
740 745 750 
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Leu Ser Thr Leu Pro Gly Asn Pro Ala lie Ala Ser Leu Met Ala Phe 
755 760 765 

Thr Ala Ser lie Thr Ser Pro Leu Thr Thr Gin Asn Thr Leu Leu Phe 
770 775 780 

Asn He Leu Gly Gly Trp Val Ala Ala Gin Leu Ala Pro Pro Ser Ala 
■^^5 790 795 800 

Ala Ser Ala Phe Val Gly Ala Gly He Ala Gly Ala Ala He Gly Ser 
805 810 815 

He Gly Leu Gly Lys Val Leu Val Asp He Leu Ala Gly Tyr Gly Ala 
820 825 830 

Gly Val Ala Gly Ala Leu Val Ala Phe Lys Val Met Ser Gly Glu Ala 
835 840 845 

Pro Ser Ala Glu Asp Leu Val Asn Leu Leu Pro Ala He Leu Ser Pro 
850 855 860 

Gly Ala Leu Val Val Gly He Val Cys Ala Ala He Leu Arg Arg His 

870 875 880 

Val Gly Pro Gly Glu Gly Ala Val Gin Trp Met Asn Arg Leu He Ala 
885 890 895 

Phe Ala Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu 
900 905 910 

Ser Asp Ala Ala Ala Arg Val Thr Gin He Leu Ser Ser Leu Thr He 
915 920 925 

Thr Gin Leu Leu Lys Arg Leu His Gin Trp He Asn Glu Asp Cys Ser 
930 935 940 

Thr Pro Cys 
945 



<210> 3 

<211> 1779 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5b 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1779) 

<223> 

<400> 3 

atg tea atg tec tac aca tgg aca ggt gcc ttg ate acg cca tgc get 48 

Met Ser Met Ser Tyr Thr Trp Thr Gly Ala Leu He Thr Pro Cys Ala 
^5 10 15 

gcg gag gag age aag ttg eee ate aat ccg ttg age aac tct ttg etg 96 
Ala Glu Glu Ser Lys Leu Pro He Asn Pro Leu Ser Asn Ser Leu Leu 
20 25 30 
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cgt cac cac agt atg gtc tac tec aca aca tot cgc age gca aeit eta 
Arg His His Ser Met Val Tyr Ser Thr Thr Ser A?g sll Sa sS III 
35 40 45 

egg cag aag aag gtc acc ttt gac aga ctg oaa gtc ctg gae gac cac 
Arg Gin Lys Lys Val Thr Phe Asp Arg Leu Gin Val Leu IsJ Isp His 

55 an 



tac egg gac gtg etc aag gag atg aag gcg aag gcg tec aca gtt aaa 
Tyr Arg Asp Val Leu Lys Glu Met Lys Ala Lys Jla Ser Thr ?a^ Lys 



75 



80 



get agg ctt eta tct ata gag gag gee tgc aaa ctg acg ccc cca eat 
Ala Arg Leu Leu Ser He Glu Glu Ala Cys Lys Leu Th? Pro Pro Ss 
85 90 95 

III ?r f*^ ^^'^ 9^=9 9ac gtc egg age eta 

ser Ala Lys Ser Lys Phe Gly Tyr Gly Ala Lys Asp Val A^J ser Leu 
100 105 110 

tec age agg gee gtc aac cac ate cgc tec gtg tgg gag gac tta eta 
ser ser Arg Ala Val Asn His He Arg Ser Va! T^ III Isp ^l Hi 



120 125 



165 170 



175 



^ Isp Va? va? ser f " T ""^^ ^^'^ 9tg atg ggc ccc tea tac 

Tyr Asp Val Val Ser Thr Leu Pro Gin Ala Val Met Gly Pro Ser Tyr 
180 185 190 

nT 11° Sf^ 9gg cag egg gtc gag tto otg gtg aat acc 

Gly Phe Gin Tyr Ser Pro Gly Gin Arg Val GlG Phe Leu ?al Asn Thr 

200 205 

tgg aaa tea aag aaa tgc cct atg ggc ttc tea tat gac acc cac tac 
Trp Lys Ser Lys Lys Cys Pro Met Gly Phe Ser Tyr Isp JSr Sg gs 

215 220 

IV r° *^9 gtc act gag aat gac ate cgt act gag gag tea ate 

Phe ASP ser «,r Val Thr Glu Asn Asp He Arg Thr Glu Ser xH 

230 235 240 

tac caa tgt tgt gac ttg gee ccc gaa goo aga oag gee ata aaa tea 
Tyr Gin Cys Cys Asp Leu Ala Pro Glu Ila A^g Gin III lJI III 



250 255 



r^^ l^^ f ^39 ggt ccc ctg act aat tea aaa ggg 

Leu Thr Glu Arg Leu Tyr He Gly Gly Pro Leu Thr Asn Ser Lys III 

265 270 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



gaa gac act gaa aca cca att gat acc acc ate atcr rro^ o^*- 
Glu ASP Thr Glu Thr Pro He Isp Thr ?hr III tl lJ^ I^n 

X35 140 

f!"^ ^""^ 9ag aaa gga ggc cgc aag cca get cgc ctt 

val Phe cys Val Gin Pro Glu Lys Gly Gly Arg Lys Pro Ila 1^ 

150 155 

?s III zi ti IS ?s SI z US 51 zi SI III 



432 



480 



576 



624 



672 



720 



768 



816 
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cag aac tgc ggt tat cgc egg tgc cgc gcg age ggc gtg ctg acg act 864 
Gin Asn Cys Gly Tyr Arg Arg Cys Arg Ala Ser Gly Val I»eu Thr Thr 
275 280 285 

age tgc ggc aat acc etc aca tgc tac ttg aaa gee act gcg gcc tgt 912 
Ser Cye Gly Asn Thr Leu Thr Cys Tyr Leu Lys Ala Thr Ala Ala Cys 
290 295 300 



cga get gca aag etc cag gac tgc acg atg etc gtg aac gga gac gac 
Arg Ala Ala Lys Leu Gin Asp Cys Thr Met Leu Val Asn Gly Asp Asp 
305 310 315 320 



960 



ctt gtc gtt ate tgc gaa age gcg gga acc cag gag gat gcg gcg age 1008 
Leu Val Val He Cys Glu Ser Ala Gly Thr Gin Glu Asp Ala Ala Ser 
325 330 335 

eta cga gtc ttc acg gag get atg act agg tac tet gee cec cce ggg 1056 
Leu Arg Val Phe Thr Glu Ala Met Thr Arg Tyr Ser Ala Pro Pro Gly 
340 345 350 

gac ccg cec caa cea gaa tac gac ttg gag ctg ata acg tea tgc tec 1104 
Asp Pro Pro Gin Pro Glu Tyr Asp Leu Glu Leu He Thr Ser Cys Ser 
355 360 365 

tee aat gtg teg gtc gcg cac gat gca tec ggc aaa agg gtg tac tac 1152 
Ser Asn Val Ser Val Ala His Asp Ala Ser Gly Lys Arg Val Tyr Tyx 
370 375 380 

etc acc cgt gac cec acc acc cec etc gca egg get gcg tgg gag aca 1200 
Leu Thr Arg Asp Pro Thr Thr Pro Leu Ala Arg Ala Ala Trp Glu Thr 
385 390 395 400 

gtt aga cac act cca gtc aac tec tgg eta ggc aat ate ate atg tat 1248 
Val Arg His Thr Pro Val Asn Ser Trp Leu Gly Asn He He Met Tyr 
405 410 415 

gcg cec acc eta tgg gcg agg atg att ctg atg act cat ttc ttc tet 1296 
Ala Pro Thr Leu Trp Ala Arg Met He Leu Met Thr His Phe Phe Ser 
420 425 430 

ate ctt eta get cag gag caa ctt gaa aaa gcc ctg gat tgt cag ate 1344 
He Leu Leu Ala Gin Glu Gin Leu Glu Lys Ala Leu Asp Cys Gin He 
435 440 445 

tac ggg gee tgc tac tec att gag cca ctt gac eta ect cag ate ate 1392 
Tyr Gly Ala Cys Tyr Ser He Glu Pro Leu Asp Leu Pro Gin He He 
450 455 460 

gaa cga etc cat ggt ctt age gca ttt tea etc cat agt tac tet cca 1440 
Glu Arg Leu His Gly Leu Ser Ala Phe Ser Leu His Ser Tyr Ser Pro 
465 470 475 480 

ggt gag ate aat agg gtg get tea tgc etc agg aaa ctt ggg gta cca 1488 
Gly Glu He Asn Arg Val Ala Ser Cys Leu Arg Lys Leu Gly Val Pro 
485 490 495 

cec ttg cga gtc tgg aga cat egg gcc aga agt gtc cgc get aag ttg 1536 
Pro Leu Arg Val Trp Arg His Arg Ala Arg Ser Val Arg Ala Lys Leu 
500 505 510 
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ctg tec cag ggg ggg agg gcc gcc act tgc ggc aaa tac etc ttc aac 1584 
Leu Ser Gin Gly Gly Arg Ala Ala Thr Cys Gly Lys Tyr Leu Phe Asn 
515 520 525 

tgg gca gta agg acc aag ctt aaa etc act cca ate eeg get gcg tec 1632 
Trp Ala Val Arg Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro lie Pro Ala Ala Ser 
530 535 540 

cag eta gae ttg tee ggc tgg ttc gtt get ggt tac aac ggg gga gac 1680 
Gin Leu Asp Leu Ser Gly Trp Phe Val Ala Gly Tyr Asn Gly Gly Asp 
545 550 555 560 

ata tat cac age ctg tct cgt gcc cga ccc cgt tgg ttc atg ttg tgc 1728 
He Tyr His Ser Leu Ser Arg Ala Arg Pro Arg Trp Phe Met Leu Cys 
565 570 575 

eta etc eta ctt tct gta ggg gta ggc ate tac ctg etc ccc aac egg 1776 
Leu Leu Leu Leu Ser Val Gly Val Gly He Tyr Leu Leu Pro Asn Arg 
580 585 590 



taa 



1779 



<210> 4 
<211> 592 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5b 
<400> 4 

Met Ser Met Ser Tyr Thr Trp Thr Gly Ala Leu He Thr Pro Cys Ala 
15 10 15 

Ala Glu Glu Ser Lys Leu Pro He Asn Pro Leu Ser Asn Ser Leu Leu 
20 25 30 

Arg His His Ser Met Val Tyr Ser Thr Thr Ser Arg Ser Ala Ser Leu 
35 40 45 

Arg Gin Lys Lys Val Thr Phe Asp Arg Leu Gin Val Leu Asp Asp His 
50 55 60 

Tyr Arg Asp Val Leu Lys Glu Met Lys Ala Lys Ala Ser Thr Val Lys 
65 70 75 80 

Ala Arg Leu Leu Ser He Glu Glu Ala Cys Lys Leu Thr Pro Pro His 
85 90 95 

Ser Ala Lys Ser Lys Phe Gly Tyr Gly Ala Lys Asp Val Arg Ser Leu 
100 105 110 

Ser Ser Arg Ala Val Asn His He Arg Ser Val Trp Glu Asp Leu Leu 
115 120 125 

Glu Asp Thr Glu Thr Pro He Asp Thr Thr He Met Ala Lys Asn Glu 
130 135 140 
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Val Phe Cys Val Gin Pro Glu Lys Gly Gly Arg Lys Pro Ala Arg Leu 
145 150 155 160 

lie Val Phe Pro Asp Leu Gly Val Arg Val Cys Glu Lys Met Ala Leu 
165 170 175 

Tyr Asp Val Val Ser Thr Leu Pro Gin Ala Val Met Gly Pro Ser Tyr 
180 185 190 

Gly Phe Gin Tyr Ser Pro Gly Gin Arg Val Glu Phe Leu Val Asn Thr 
195 200 205 

Trp Lys Ser Lys Lys Cys Pro Met Gly Phe Ser Tyr Asp Thr Arg Cys 
210 215 220 

Phe Asp Ser Thr Val Thr Glu Asn Asp lie Arg Thr Glu Glu Ser He 
225 230 235 240 

Tyr Gin Cys Cys Asp Leu Ala Pro Glu Ala Arg Gin Ala He Lys Ser 
245 250 255 

Leu Thr Glu Arg Leu Tyr He Gly Gly Pro Leu Thr Asn Ser Lys Gly 
260 265 270 

Gin Asn Cys Gly Tyr Arg Arg Cys Arg Ala Ser Gly Val Leu Thr Thr 
275 280 285 

Ser Cys Gly Asn Thr Leu Thr Cys Tyr Leu Lys Ala Thr Ala Ala Cys 
290 295 30*0 

Arg Ala Ala Lys Leu Gin Asp Cys Thr Met Leu Val Asn Gly Asp Asp 
305 310 315 320 

Leu Val Val He Cys Glu Ser Ala Gly Thr Gin Glu Asp Ala Ala Ser 
325 330 335 

Leu Arg Val Phe Thr Glu Ala Met Thr Arg Tyr Ser Ala Pro Pro Gly 
340 345 350 

Asp Pro Pro Gin Pro Glu Tyr Asp Leu Glu Leu He Thr Ser Cys Ser 
355 360 365 

Ser Asn Val Ser Val Ala His Asp Ala Ser Gly Lys Arg Val Tyr Tyr 
370 375 380 

Leu Thr Arg Asp Pro Thr Thr Pro Leu Ala Arg Ala Ala Trp Glu Thr 
385 390 395 400 

Val Arg His Thr Pro Val Asn Ser Trp Leu Gly Asn He He Met Tyr 
405 410 415 

Ala Pro Thr Leu Trp Ala Arg Met He Leu Met Thr His Phe Phe Ser 
420 425 430 

He Leu Leu Ala Gin Glu Gin Leu Glu Lys Ala Leu Asp Cys Gin He 
435 440 445 

Tyr Gly Ala Cys Tyr Ser He Glu Pro Leu Asp Leu Pro Gin He He 
450 455 460 



wo 2004/111082 



13 



PCT/FR2004/050214 



Glu Arg Leu His Oly Leu Ser Ala Phe Ser Leu His Ser Tyr Ser Pro 

470 

Gly Glu lie Asn Arg Val Ala Ser Cys Leu Arg Lys Leu Gly Val Pro 

485 490 495 

Pro Leu Arg val Trp Arg His Arg Ala Arg Ser Val Arg Ala Lys Leu 
500 505 

Leu Ser Gin Gly Gly Arg Ala Ala Thr Cys Gly Lys Tyr Leu Phe Asn 



515 520 



525 



Trp Ala Val Arg Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro lie Pro Ala Ala Ser 

535 540 

Gin Leu Asp Leu Ser Gly Trp Phe Val Ala Gly Tyr Asn Gly Gly Asp 

550 555 

He Tyr His Ser Leu Ser Arg Ala Arg Pro Arg Trp Phe Met Leu Cys 
565 570 575 

Leu Leu Leu Leu Ser Val Gly Val Gly He Tyr Leu Leu Pro Asn Arg 
580 585 590 



<210> 5 

<211> 1344 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NSSa 
<220> 

<221> CDS 

<222> {1).,(1344) 

<223> 



<400> 5 

mS «r o''^ '^as 9«= tgg ata tgc acg gtg 48 

Met ser Gly Ser Trp Leu Arg Asp Val Trp Asp Trp He C?s Th? ?a? 

5 10 15 



ttg act gac ttc aag acc tgg etc cag toe aag etc ctg ccg aaa tta 
Leu Thr Asp Phe Lys Thr Trp Leu Gin Ser LyI Leu Le? Pro tyl ^ 
20 25 30 

SI I!? p s JSe t^: I- ij; 2= - - - - - 

32 40 45 

egg ggg gac ggo ate atg caa ace ace tgc eca tgt aaa aca caa ^rt 
Arg Gly Asp Gly He Met Gin Thr Thr Cys Pro Cys GlJ III Tin He 
^'^ 55 60 

?hr lit His val ftl T'' ?f ^""^ ^'^^ 9" aaa acc 240 

Thr Oly His val Lys Asn Gly Ser Met Arg He Val Gly Pro Lys Thr 

" ■'O 75 80 



192 
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tgc age aac acg tgg cao gga acg ttc ccc ate aac gcg tac ace aoa 
Cys Ser Asn Thr Trp His Gly Thr Phe Pro lie Asn Ala Tyr Thr Thr 
85 90 95 

ggc ceo tgc aca qeo tec eeg gcg ccg aac tat tec agg gcg ctg tga 
Gly Pro cys Thr Pro Ser Pro Ala Pro Asn Tyr Ser Arg til Leu T?? 
1°° 105 110 

egg gtg get get gaa gag tac gtg gag att acg egg gtg ggq aac ttc 
Arg Val Ala Ala Glu Glu Tyr Val Glu He Thr Arg ?a? g!? Isp Phe 
lis 120 125 

cac tac gtg acg ggt atg acc acc gac aac gta aaa tgc ccg tgc cao 
Hxs Tyr Val Thr Gly Met Thr Thr Asp Asn Val Lys C^s Pr! C?s Gin 
•"■^O 135 

gtc ccg gcc ccc gaa ttc ttc act gaa ttg gac ggg gtg egg tta cac 
val Pro Ala Pro Glu Phe Phe Thr Glu Leu Lp G?y ?a? S|| Leu Hia 

150 155 

agg tac get ccg gcg tgc aga cct etc eta egg gtg gat gtc aca ttc 
Arg Tyr Ala Pro Ala Cys Arg Pro Leu Leu Arg Val Asp Val Thr Phe 

170 175 

n?^ r^"" ""f^ ^^"^ "^^3 Srgg tea cag etc cca tgc gag 

Gin Val Gly Leu Asn Gin Tyr Leu Val Gly Ser Gin Leu Pro Cys Glu 
180 185 190 

cct gag ccg gat gtg gea gtg etc act tec atg etc acc gac ccc tec 
Pro Glu Pro Asp Val Ala Val Leu Thr Ser Met Leu Thr Lp Pro Ser 

200 205 

cac att aca gca gag acg get aaa cgt agg ccg gcc agg gqq tct ccc 
His lie Thr Ala Glu Thr Ala Lys Arg A^I Pro Ila A^g Sy Ser Pro 

215 220 

o^^ V"" r^^ ^^"^ ^""^ ^""^ *^tg tct gcg cct tec ttg 

Pro Ser Leu Ala Ser Ser Ser Ala Ser Gin Leu Ser III Pro Ser Leu 



225 230 



235 240 



aag gca aca tgc act ace cac eat gac tec ccg gac get gac etc ate 
Lys Ala Thr Cys Thr Thr His His Asp Ser Pro Lp IS Isp LeS ill 
245 250 



255 



cga aaa tec aag aag ttc ccc ccc gcg ttg ccc ata tgg gca cge ccg 
Arg Lys Ser Lys Lys Phe Pro Pro Ala Leu Pro He Trp Ala A^g Pro 

310 315 320 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



mf. Ill I r ""^^ ""^^ ^tc acc cgt 

Glu Ala Asn Leu Leu Trp Arg Gin Glu Met Gly Gly Asn He Thr Arg 

265 270 

l""^ Hf^ tct ttc gac ccg ctt 864 

val Glu ser Glu Asn Lys Val Val He Leu Asp Ser Phe Pro Leu 

280 285 

cga gcg gaa gag gat gag agg gaa gta tec gtt gca gca gag ate eta qi 9 

Arg Ala Glu Glu Asp Glu Arg Glu Val Ser Val Ila Sa III He Leu 
290 295 300 



960 
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gat tac aac cct cca ctg tta gag tec tgg aaa agt ccg gac tac gtc 1008 
Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Leu Glu Ser Trp Lys Ser Pro Asp Tyr Val 
325 330 335 

cct ccg gcg gtg cat ggg tgc cca ttg ccg cct acc acg ggc cct cca 1056 
Pro Pro Ala Val His Gly Cys Pro Leu Pro Pro Thr Thr Gly Pro Pro 
340 345 350 

ata ccg cct cca egg aaa aag agg acg gtt gtt ctg aca gag tec acc 1104 
lie Pro Pro Pro Arg Lys Lys Arg Thr Val Val Leu Thr Glu Ser Thr 
. 355 360 365 

gtg tct tct gcc ttg gcg gag ctg get act aag act ttc ggc age tec 1152 
Val Ser Ser Ala Leu Ala Glu Leu Ala Thr Lys Thr Phe Gly Ser Ser 
370 375 380 

gga teg teg gee gtt gac age ggc acg gcg acc gcc cct ccc gat cag 1200 
Gly Ser Ser Ala Val Asp Ser Gly Thr Ala Thr Ala Pro Pro Asp Gin 

390 395 400 

acc tct gac gac ggt gac aaa gaa tet gae att gag teg tac tee tec 1248 
Thr Ser Asp Asp Gly Asp Lys Glu Ser Asp He Glu Ser Tyr Ser Ser 
405 410 415 

atg ccc ccc ett gag ggg gag ccg ggg gac cct gat etc age gac ggg 1296 
Met Pro Pro Leu Glu Gly Glu Pro Gly Asp Pro Asp Leu Ser Asp Gly 
420 425 430 

tct tgg tct acc gtg age ggg gag gee ggc gac gac ate gtc tgc tgc 1344 
Ser Trp Ser Thr Val Ser Gly Glu Ala Gly Asp Asp He Val Cys Cys 
435 440 445 

<210> 6 
<211> 448 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour NS5a 
<400> 6 

Met Ser Gly Ser Trp Leu Arg Asp Val Trp Asp Trp He Cys Thr Val 
^5 10 15 

Leu Thr Asp Phe Lys Thr Trp Leu Gin Ser Lys Leu Leu Pro Lys Leu 
20 25 30 

Pro Gly Val Pro Phe Phe Ser Cys Gin Arg Gly Tyr Lys Gly Val Trp 
35 40 45 

Arg Gly Asp Gly He Met Gin Thr Thr Cys Pro Cys Gly Ala Gin He 
50 55 60 

Thr Gly His Val Lys Asn Gly Ser Met Arg He Val Gly Pro Lys Thr 
^5 70 75 80 

Cys Ser Asn Thr Trp His Gly Thr Phe Pro He Asn Ala Tyr Thr Thr 
85 90 95 
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Gly Pro Cys Thr Pro Ser Pro Ala Pro Asn Tyr Ser Arg Ala Leu Trp 
100 105 



110 



Arg Val Ala Ala Glu Glu Tyr Val Glu He Thr Arg Val Gly Asp Phe 

120 125 



His Tyr Val Thr Gly Met Thr Thr Asp Asn Val Lys Cys Pro Cys Gin 

135 140 

val Pro Ala Pro Glu Phe Phe Thr Glu Leu Asp Gly Val Arg Leu His 

ISO 155 



160 



Arg Tyr Ala Pro Ala Cys Arg Pro Leu Leu Arg Val Asp Val Thr Phe 

X70 175 

Gin val Gly Leu Asn Gin Tyr Leu Val Gly Ser Gin Leu Pro Cys Glu 

18 0 « — 



185 



190 



Pro Glu Pro Asp Val Ala Val Leu Thr Ser Met Leu Thr Asp Pro Ser 
195 200 205 

His lie Thr Ala Glu Thr Ala Lys Arg Arg Pro Ala Arg Gly Ser Pro 

215 220 

Pro ser Leu Ala Ser Ser Ser Ala Ser Gin Leu Ser Ala Pro Ser Leu 

230 235 240 

Lys Ala Thr Cys Thr Thr His His Asp Ser Pro Asp Ala Asp Leu lie 
245 250 255 

Glu Ala Asn Leu Leu Trp Arg Gin Glu Met Gly Gly Asn He Thr Arg 

265 270 



val Glu ser Glu Asn Lys Val Val He Leu Asp Ser Phe Asp Pro 
275 280 285 

^^'^ ^""9 Val Ser Val Ala Ala Glu He 

2 90 — 



295 



300 



Leu 



Leu 



Arg Lys Ser Lys Lys Phe Pro Pro Ala Leu Pro He Trp Ala Arg Pro 
^ 3X0 315 

Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Leu Glu Ser Trp Lys Ser Pro Asp Tyr Val 
325 

Pro Pro Ala Val His Gly cys Pro Leu Pro Pro Thr Thr Gly Pro Pro 

345 350 

He Pro Pro Pro Arg Lys Lys Arg Thr Val Val Leu Thr Glu Ser Thr 

360 365 



val ser Ser Ala Leu Ala Glu Leu Ala Thr Lys Thr Phe Gly Ser 



375 



Ser 



360 



Gly ser Ser Ala Val Asp Ser Gly Thr Ala Thr Ala Pro Pro Asp Gin 

395 400 

Thr ser Asp Asp Gly Asp Lys Glu Ser Asp He Glu Ser Tyr Ser Ser 
405 410 415 
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Met Pro Pro Leu Glu Gly Glu Pro Gly Asp Pro Asp Leu Ser Asp Gly 
"0 425 

Ser Trp Ser Thr Val Ser Gly Glu Ala Gly Asp Asp He Val Cys Cys 
435 440 ' ^ 

<210> 7 
<211> 2241 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sSguence codant pour CE1B2 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..{2241) 

<223> 

<400> 7 



48 



96 



144 



atg age aoa aat cat aaa cct caa aga aaa acc aaa cgt aac aco aac 
Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gin Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn 
^ S 10 15 

tit m ^f^ r° ^^"^ °=Sr ggc ggt ggt cag ate gtt ggt 

Arg Arg Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin He Val Gly 
20 25 30 

f?* f!^^ t^"" ''^^ '"'^ ^'''^ tt9 99t gtg cgc gcg 

Gly val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val A?g 
35 40 45 

act agg aag act tec gag egg teg caa cct cgt gga agg cga caa cct 192 
Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gin Pro Arg 5ly Arg ;^g Gin Pro 
5° 55 60 

ate ccc aag get cgc egg ccc gag ggt agg acc tgg get cag dec ggg 240 
lie Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gin Pro Gly 

70 75 gjj' 

tac cct tgg ccc etc tat ggc aac gag ggt atg ggg tgg gca gga tqa 288 
Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Me? II? T?? Sa lly 
85 90 95 

2u llf, age ccc aca gac ccc 336 

Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr Asp Pro 
100 105 110 

egg cgt agg teg cgt aat ttg ggt aag gtc ate gat acc ctt aca tgc 384 
Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val He Asp Thr Leu Thr cjs 
115 120 125 

It'' f?"" tac att ccg ctt gtc ggc gee ccc eta 432 

Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr He Pro Leu Val Gly Ila Pro Leu 
130 135 140 

gga gge get gcc agg gee ctg gcg cat ggc gtc egg gtt ctg gag gac 480 
Gly Gly Ala Ala Arg Ala Leu Ala His Gly Val Arg Val Leu Il2 lep 

150 155 160 
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f, ? r° 99t tgc tct ttc tct ate 

Qly Val Asn Tyr Ala Thr Gly Asm Leu Pro Gly Cys Ser Phe Ser He 
165 170 j^75 

ttc etc tta get ttg ctg tct tgt ttg ace ate eca get tee get tae 
Phe Leu Leu Ala Leu Leu Ser Cys Leu Thr He Pro Ala Ser Ala Tvr 
180 185 190 

gag gtg cgc aac gtg tec ggg ata tae eat gto acg aac gae tgc tee 
Qlu Val Arg Asn Val Ser Qly He Tyr His Val Thr Asn Asp Cys Ser 
195 200 205 

aac tea agt att gtg tat gag gca gog gae atg ate atg cac ace coe 
Asn Ser Ser He Val Tyr Glu Ala Ala Asp Met He Met His Thr Pro 
210 215 220 

ggg tgc gtg oce tgc gtc egg gag agt aat ttc tec cgt tgc tgg gta 
Qly cys val Pro Cys Val Arg Glu Ser Asn Phe Ser Arg Cys Trp Val 

230 235 240 

gcg etc act eec acg etc geg gee agg aac age age ate eeo acc aeg 
Ala Leu Thr Pro Thr Leu Ala Ala Arg Asn Ser Ser He Pro Thr Thr 



245 250 



255 



aca ata cga cgc cac gto gat ttg etc gtt ggg geg get get etc tgt 
Thr He Arg Arg His Val Asp Leu Leu Val Gly Ala Ala Ala Leu Cys 
260 265 



270 



tec get atg tac gtt ggg gat etc tgc gga tec gtt ttt etc gtc tee 
Ser Ala Met Tyr Val Gly Asp Leu Cys Qly ser Val Phe Leu Val Ser 
275 280 285 

cag ctg ttc aee ttc tea eet cgc egg tat gag acg gta caa gat tac 
Leu Phe Thr Phe Ser Pro Arg Arg Tyr Glu Thr Val Gin Asp Cys 
290 295 300 

aat tgc tea ate tat cec gge cac gta tea ggt cac cgc atg get tgg 
Asn Cys Ser He Tyr Pro Gly His Val Ser Gly His Arg Met Ala Trp 

310 315 

gat atg atg atg aac tgg tea oct aca acg gee eta gtg gta tea eaa 
ASP Met Met Met Asn Trp Ser Pro Thr Thr Ila Leu ?al ?a? Sef qS 



325 330 



335 



eta etc egg ate cea eaa gee gtc gtg gae atg gtg geg gqg qoc cac 
Leu Leu Arg He Pro Gin Ala Val Val Lp Met Val Ila I?y Sa His 
340 345 350 

tgg ggt gte eta geg gge ett gee tac tat tec atg gtg ggg aac tao 
Trp Gly val Leu Ala Qly Leu Ala Tyr Tyr Ser Me? Val lly Asn tS 
355 360 365 

get aag gtc ttg att gtg atg eta etc ttt get gge gtt gae ggg cac 
Ala Lys val Leu He Val Met Leu Leu Phe Ila oiy Val Lp If? His 
370 375 380 

ace cac gtg aca ggg gga agg gta gee tee age acc cag age etc gtg 
Thr His val Thr Gly Gly Arg Val Ala Ser Ser Thr Gin Ser Leu Val 

390 395 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



wo 2004/111082 PCT/FR2004/050214 

19 

tec tgg etc tea eaa ggg oca tct cag aaa ate caa etc gtg aac acc 1248 
Ser Trp Leu Ser Gin Gly Pro Ser Gin Lys lie Gin Leu Val Asn Thr 
405 410 415 

aac ggc age tgg cae ate aac agg acc get ctg aat tgc aat gac tec 1296 
Asn Gly Ser Trp His lie Asn Arg Thr Ala Leu Asn Cys Asn Asp Ser 
420 425 430 

etc caa act. ggg ttc att get gcg ctg ttc tac gca cac agg tte aac 1344 
Leu Gin Thr Gly Phe He Ala Ala Leu Phe Tyr Ala His Arg Phe Asn 
435 440 445 

gcg tec gga tgt cca gag cgc atg gcc age tgc cgc ccc ate gac aag 1392 
Ala Ser Gly Cys Pro Glu Arg Met Ala Ser Cys Arg Pro He Asp Lys 
450 455 460 

ttc get cag ggg tgg ggt ccc ate act cac gtt gtg cet aac ate teg 1440 
Phe Ala Gin Gly Trp Gly Pro He Thr His Val Val Pro Asn He Ser 
465 470 475 480 

gac cag agg cet tat tgc tgg cac tat gca ccc caa ccg tgc ggt att 1488 
Asp Gin Arg Pro Tyr Cys Trp His Tyr Ala Pro Gin Pro Cys Gly He 
485 490 495 

gta ccc gcg teg cag gtg tgt ggc cca gtg tat tgc ttc acc ccg agt 1535 
Val Pro Ala Ser Gin Val Cys Gly Pro Val Tyr Cys Phe Thr Pro Ser 
500 505 510 

cet gtt gtg gtg ggg acg acc gac cgt tec gga gte ccc acg tat age 1584 
Pro Val Val Val Gly Thr Thr Asp Arg Ser Gly Val Pro Thr Tyr Ser 
515 520 525 

tgg ggg gag aat gag aca gac gtg ctg eta etc aac aac acg egg ccg 1632 
Trp Gly Glu Asn Glu Thr Asp Val Leu Leu Leu Asn Asn Thr Arg Pro 
530 535 540 

ccg caa ggc aac tgg tte ggc tgt aca tgg atg aat age acc ggg ttc 1680 
Pro Gin Gly Asn Trp Phe Gly Cys Thr Trp Met Asn Ser Thr Gly Phe 
545 550 555 560 

ace aag acg tgc ggg gge ccc ccg tgt aac ate ggg ggg gtt ggc aac 1728 
Thr Lys Thr Cys Gly Gly Pro Pro Cys Asn He Gly Gly Val Gly Asn 
565 570 575 

aac ace ttg att tgc ccc acg gat tgc tte cga aag cae ccc gag gee 1776 
Asn Thr Leu He Cys Pro Thr Asp Cys Phe Arg Lys His Pro Glu Ala 
580 585 590 



act tac acc aaa tgc ggc teg ggt cet tgg ttg aca ect agg tgt eta 
Thr Tyr Thr Lys Cys Gly Ser Gly Pro Trp Leu Thr Pro Arg Cys Leu 
595 600 605 



acc ate ttc aag gte agg atg tac gtg ggg ggc gtg gag cac agg etc 
Thr He Phe Lys Val Arg Met Tyr Val Gly Gly Val Glu His Arg Leu 
625 630 635 640 



1824 



gtt gac tac cca tac aga ett tgg cac tac ccc tgc act ate aat ttt 1872 
Val Asp Tyr Pro Tyr Arg Leu Trp His Tyr Pro Cys Thr He Asn Phe 
610 615 620 



1920 
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aac gcc gcg tgc aat tgg acc cga gga gag cgc tgt gac ctg gag gac 1968 
Asn Ala Ala Cys Asn Trp Thr Arg Gly Glu Arg Cys Asp Leu Glu Asp 
645 650 655 

agg gat aga tea gag ctt age ccg ctg eta ttg tct aca acg gag tgg 2016 
Arg Asp Arg Ser Glu Leu Ser Pro Leu Leu Leu Ser Thr Thr Glu Trp 
660 665 670 

cag gta ctg cce tgt tec ttt acc acc eta ccg get ctg tec act gga 2064 
Gin Val Leu Pro Cys Ser Phe Thr Thr Leu Pro Ala Leu Ser Thr Gly 
675 680 685 

ttg ate cac etc cat cag aat ate gtg gac gtg caa tae ctg tae ggt 2112 
Leu lie His Leu His Gin Asn He Val Asp Val Gin Tyr Leu Tyr Gly 
690 695 700 

gta ggg tea gtg gtt gtc tee gte gta ate aaa tgg gag tat gtt ctg 2160 
Val Gly Ser Val Val Val Ser Val Val He Lys Trp Glu Tyr Val Leu 
705 710 715 720 

ctg etc ttc ctt etc ctg gcg gac gcg cgc gtc tgt gee tgc ttg tgg 2208 
Leu Leu Phe Leu Leu Leu Ala Asp Ala Arg Val Cys Ala Cys Leu Trp 
725 730 735 

atg atg ctg ctg ata gee eag get gag gee tga 2241 
Met Met Leu Leu He Ala Gin Ala Glu Ala 
740 745 



<210> 8 
<211> 746 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> sequence codant pour CE1E2 
<400> 8 

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gin Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn 
15 10 15 

Arg Arg Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly 
20 25 30 

Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg Ala 
35 40 45 

Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gin Pro Arg Gly Arg Arg Gin Pro 
50 55 60 

He Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gin Pro Gly 
^5 70 75 80 

Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Met Gly Trp Ala Gly Trp 
85 90 95 

Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr Asp Pro 
3.00 105 110 
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Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val lie Asp Thr Leu Thr Cys 
115 120 125 

Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr lie Pro Leu Val Gly Ala Pro Leu 
130 135 140 

Gly Gly Ala Ala Arg Ala Leu Ala His Gly Val Arg Val Leu Glu Asp 

145 150 155 160 

Gly Val Asn Tyr Ala Thr Gly Asn Leu Pro Gly Cys Ser Phe Ser lie 
165 170 175 

Phe Leu Leu Ala Leu Leu Ser Cys Leu Thr lie Pro Ala Ser Ala Tyr 
180 185 190 

Glu Val Arg Asn Val Ser Gly He Tyr His Val Thr Asn Asp Cys Ser 

195 200 205 

Asn Ser Ser He Val Tyr Glu Ala Ala Asp Met He Met His Thr Pro 
210 215 220 

Gly Cys Val Pro Cys Val Arg Glu Ser Asn Phe Ser Arg Cys Trp Val 
225 230 235 240 

Ala Leu Thr Pro Thr Leu Ala Ala Arg Asn Ser Ser Xle Pro Thr Thr 
245 250 255 

Thr He Arg Arg His Val Asp Leu Leu Val Gly Ala Ala Ala Leu Cys 
260 265 270 

Ser Ala Met Tyr Val Gly Asp Leu Cys Gly Ser Val Phe Leu Val Ser 
275 280 285 

Gin Leu Phe Thr Phe Ser Pro Arg Arg Tyr Glu Thr Val Gin Asp Cys 
290 295 300 

Asn Cys Ser He Tyr Pro Gly His Val Ser Gly His Arg Met Ala Trp 
305 310 315 320 

Asp Met Met Met Asn Trp Ser Pro Thr Thr Ala Leu Val Val Ser Gin 
325 330 335 

Leu Leu Arg He Pro Gin Ala Val Val Asp Met Val Ala Gly Ala His 
340 345 350 

Trp Gly Val Leu Ala Gly Leu Ala Tyr Tyr Ser Met Val Gly Asn Trp 
355 360 365 

Ala Lys Val Leu He Val Met Leu Leu Phe Ala Gly Val Asp Gly His 
370 375 380 

Thr His Val Thr Gly Gly Arg Val Ala Ser Ser Thr Gin Ser Leu Val 
385 390 395 400 

Ser Trp Leu Ser Gin Gly Pro Ser Gin Lys He Gin Leu Val Asn Thr 
405 410 415 



Asn Gly Ser Trp His He Asn Arg Thr Ala Leu Asn Cys Asn Asp Ser 
420 425 430 
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Leu Gin Thr Gly Phe lie Ala Ala Leu Phe Tyr Ala His Arg Phe Aen 
435 440 445 

Ala Ser Gly Cys Pro Glu Arg Met Ala Ser Cys Arg Pro lie Asp Lvs 
*50 455 460 

Phe Ala Gin Gly Trp Gly Pro lie Thr His Val Val Pro Asn He Ser 
^" *70 475 480 

Asp Gin Arg Pro Tyr Cys Trp His Tyr Ala Pro Gin Pro Cys Gly He 
485 490 495 

Val Pro Ala Ser Gin Val Cys Gly Pro Val Tyr Cys Phe Thr Pro Ser 
500 505 510 

Pro Val Val Val Gly Thr Thr Asp Arg Ser Gly Val Pro Thr Tyr Ser 
515 520 525 

Trp Gly Glu Asn Glu Thr Asp Val Leu Leu Leu Asn Asn Thr Arg Pro 
530 535 54Q 

Pro Gin Gly Asn Trp Phe Gly Cys Thr Trp Met Asn Ser Thr Gly Phe 

"0 555 ^ 

Thr Lys Thr Cys Gly Gly Pro Pro Cys Asn He Gly Gly Val Gly Asn 
565 570 575 

Asn Thr Leu He Cys Pro Thr Asp Cys Phe Arg Lys His Pro Glu Ala 
580 585 530 

Thr Tyr Thr Lys Cys Gly Ser Gly Pro Trp Leu Thr Pro Arg Cys Leu 
595 600 605 

Val Asp Tyr Pro Tyr Arg Leu Trp His Tyr Pro Cys Thr He Asn Phe 
»10 615 620 

Thr He Phe Lys Val Arg Met Tyr Val Gly Gly Val Glu His Arg Leu 

"0 635 ^ 640 

Asn Ala Ala Cys Asn Trp Thr Arg Gly Glu Arg Cys Asp Leu Glu Asp 

650 655 

Arg Asp Arg Ser Glu Leu Ser Pro Leu Leu Leu Ser Thr Thr Glu Trp 

665 670 

Gin Val Leu Pro Cys Ser Phe Thr Thr Leu Pro Ala Leu Ser Thr Gly 
675 680 685 

Leu He His Leu His Gin Asn He Val Asp Val Gin Tyr Leu Tyr Gly 
590 695 700 

val Gly ser Val Val Val Ser Val Val He Lys Trp Glu Tyr Val Leu 

710 715 720 

Leu Leu Phe Leu Leu Leu Ala Asp Ala Arg Val Cys Ala Cys Leu Trp 
725 730 735 

Met Met Leu Leu He Ala Gin Ala Glu Ala 
740 745 
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<210> 9 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 0IVI66 

<400> 9 

gggggggcta tggcgcctat cacggccta 



<210> 10 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV171 

<400> 10 

ggggggacgc gtttagcatg gcgtggagca gt 32 



<210> 11 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oXV232 

<400> 11 

ggggggagat ctccagcagg cagaagtatg 30 



<210> 12 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

< 2 2 3 > amorceo I V2 3 3 



<400> 12 

gggggggtcg accgaaaatg gatatacaag etc 33 



<210> 13 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV212 



<400> 13 

ggggggtcta gaatgtcaat gtcctacaca tggac 



35 
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<210> 14 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV218 

<400> 14 

ggggggtcta gattaccggt tggggagcag gt 32 

<210> 15 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV225 

<400> 15 

Sgggggctgc agatggcgcc tatcacggcc ta 32 

<210> 16 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oXV226 

<400> 16 

ggggggtcta gattagcatg gcgtggagca gt 32 

<210> 17 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV227 

<400> 17 

gggggggtcg acatgtcaat gtcctacaca tggac 35 

<210> 18 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce olV226 



<400> 18 

gggggggcat gcttaccggt tggggagcag gt 



32 
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<210> 19 

<211> 33 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV229 
<400> 19 

ggggggtcta gaccggtagt tcgcatatac ata 33 

<210> 20 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV172 

<400> 20 

ggggggggta ccatgtccgg ctcgtggcta agg 33 

<210> 21 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV173 

<400> 21 

ggggggtcta gattagcagc agacgatgtc gtc 33 

<210> 22 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce oIV62 

<400> 22 

gggggggcta gcatgagcac aaatcctaaa cct 33 

<210> 23 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 0IV68 



<400> 23 

ggggggtcta gatcaggcct cagcctgggc tat 



33 
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<210> 24 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Epitope GLL 
<400> 24 

Gly Leu Leu Gly Cys He He Thr Ser Leu 
15 10 



<210> 


25 


<211> 


9 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial i 


<220> 




<223> 


epitope ALY 


<400> 


25 



Ala Leu Tyr Asp Val Val Ser Thr Leu 
1 5 



<210> 


26 


<211> 


9 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial ; 


<220> 




<223> 


Epitope KLQ 


<400> 


26 



Lys Leu Gin Asp Cys Thr Met Leu Val 
1 5 



<210> 


27 


<211> 


9 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial j 


<220> 




<223> 


Epitope DLM 


<400> 


27 



Asp Leu Met Gly Tyr He Pro Leu Val 
1 5 
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